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Streptococcus agalactiae, ou Streptococcus do grupo B, é actualmente, o 
principal responsável pelo desenvolvimento de infecção neonatal, seja de início precoce 
(nos primeiros 7 dias de vida) ou tardio (entre os 7 dias e os 3 meses de vida). O 
principal factor de risco ao desenvolvimento de doença neonatal precoce é a 
colonização rectovaginal da mulher grávida.  
No presente estudo foram caracterizados 179 isolados provenientes de 
colonização dos tratos genitourinário e gastrointestinal da mulher grávida, obtidos no 
Hospital Garcia de Orta (Almada) entre 2007 e 2010. A colonização vaginal da mulher 
grávida neste período foi de 12%, e os serótipos mais prevalententemente detectados 
foram os serótipos Ia, V, IV, II e III, o que está de acordo com outros estudos 
efectuados em Portugal, à excepção do serótipo IV que tem sido pouco detectado na 
Europa. Todos os isolados se revelaram susceptíveis à penicilina, ofloxacina e 
vancomicina e, apenas 11.8% se revelaram susceptíveis a todos os antibióticos testados. 
A resistência à tetraciclina, eritromicina e clindamicina, de 2007 a 2010, foi de 86.8%, 
14.6% e 9.7%, respectivamente. Não foi encontrado nenhum fenótipo de resistência à 
eritromicina dominante. Neste estudo o serótipo capsular mais associado à resistência à 
eritromicina foi o serótipo Ia, seguido pelos serótipos III, V e II. Verificou-se a presença 
de uma associação entre o serótipo Ia, o fenótipo M e a presença do gene mef(A). Os 
isolados com fenótipo cMLSB apresentaram o gene erm(B) e o gene erm(A) [erm(TR)] 
foi detectado em todos os isolados de fenótipo iMLSB, em ambos os casos com diversos 
serótipos.  
Os isolados pertencentes à mesma grávida foram considerados geneticamente 
relacionados com base na técnica de PFGE, excepto em dois casos em que as duas 
mulheres grávidas aparentemente estavam colonizadas por mais do que uma estirpe. 
Observou-se uma grande heterogeneidade populacional entre os isolados caracterizados. 
Relativamente à resistência aos macrólidos, a origem foi multiclonal e não derivada da 
disseminação de um único clone.  
Mais estudos epidemiológicos longitudinais são necessários para complementar 
os já existentes e, conhecer a evolução das estirpes de S. agalactiae em circulação, não 
só a nível nacional, mas em todo o mundo. Desta forma será possível definir a melhor 
estratégia para a criação de uma vacina adequada à variabilidade populacional de S. 
agalactiae. 
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Streptococcus agalactiae, or Group B Streptococci is the leading cause of 
neonatal infection, early onset disease (first week of life) or late onset disease (between 
the 7
th
 day and three weeks of life). The main risk factor for development of neonatal 
infection is the rectovaginal colonization of pregnant women.  
In the present study, were characterized 179 isolates of colonization of the 
genitourinary and gastrointestinal tracts of pregnant women, obtained at Hospital Garcia 
de Orta (Almada) between 2007 and 2010. Vaginal colonization of pregnant women in 
this period was 12% and the Ia, V, IV, II and III serotypes were the most prevalent, 
which is in agreement with other studies from Portugal, the only exception was serotype 
IV that has been reported infrequent in Europe. All isolates were susceptible to 
penicillin, ofloxacin and vancomicin and only 11.8% were susceptible to all antibiotic 
tested. The resistance to tetracycline, erythromycin and clindamycin, between 2007 and 
2010, was 86.8%, 14.6% and 9.7%, respectively. No major erythromycin resistance 
phenotype was found. Also, in this study the capsular serotype Ia was the most 
frequently found as associated to erythromycin resistance, followed by the III, V and II 
serotypes. We observed an association with serotype Ia, the M phenotype and the 
presence of the mef(A) gene. The erm(B) gene was detected in isolates with the cMLSB 
phenotype whereas the erm(A) [erm(TR)] gene  was present in all isolates of iMLSB 
phenotype, however in both cases with diverse serotypes. 
The isolates that belonged to the same pregnant women were considered closely 
related by PFGE with a exception related of two pregnant women that aparently were 
colonized by more than one strain. We observed a high populational heterogenicity 
among the studied isolates. Relatively to the macrolide resistance, it was considered of 
multiclonal origin instead of being caused by the dissemination of a single clone. 
More longitudinal epidemiological studies will be necessary to complement the 
studies that already exist and to know the evolution of S. agalactiae strains circulating 
not only at national level but also worldwide. Only then it will be possible to define the 
best strategy to design a vaccine effective against the global S. agalactiae population. 
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Streptococcus do Grupo B de Lancefield ou Streptococcus agalactiae (S. 
agalactiae) como também é denominado, foi identificado em 1920 como agente de 
mastite bovina (Beitune et al., 2005). Em 1935 foi relatado como agente causal de 
sépsis em puérperas, sendo, posteriormente na década de 60 (século XX), reconhecido 
como agente patogénico em crianças com idade inferior a 3 meses de vida (Koening & 
Keenan, 2009). Actualmente é responsável por elevadas taxas de morbilidade e 
mortalidade na mulher grávida e no recém-nascido (Beitune et al., 2005). No recém-
nascido pode ser responsável por doença neonatal precoce (DNP), nos primeiros 7 dias 
de vida, ou doença neonatal tardia (DNT) quando as manifestações surgem entre os 7 
dias e os 3 meses de vida (CDC, 2010; Melin, 2011).  
O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) estima que ocorram 
aproximadamente 1200 casos de DNP anualmente nos Estados Unidos da América 
(EUA) (CDC, 2010).  
Na Tabela 1, encontram-se resumidas as incidências de infecção neonatal (DNP 
e/ou DNT) em várias regiões do mundo, assim como a taxa de mortalidade descrita em 
algumas áreas geográficas.  
Nos EUA a incidência de DNP decresceu de 1.7 casos/1000 nados vivos nos 
anos 90 (século XX) para menos de 0.4 casos nos últimos anos, após implementação 
das medidas preventivas (Van Dyke et al., 2009; Melin, 2011), o mesmo se verificou 
em Espanha em que a incidência reduziu de 2.4 casos/1000 nados vivos em 1996 para 
0.45 casos em 2008 (Melin, 2011). Contudo, apesar desta redução, S. agalactiae ainda 
permanece o principal responsável pela morbilidade e mortalidade neonatal precoce 
(CDC, 2010). 
Desde 1990 que S. agalactiae foi considerado em Portugal, como o 
microrganismo mais frequentemente isolado em recém-nascidos, resultante de 
transmissão materna. É responsável pela grande maioria dos casos de sépsis neonatal 
precoce, o que releva a necessidade de vigilância epidemiológica para acções 




Tabela 1: Incidência e mortalidade de infecção neonatal por Streptococcus 
agalactiae 
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1. CARACTERÍSTICAS DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE 
Os microrganismos pertencentes ao género Streptococcus são bactérias de 
coloração de Gram positiva, catalase negativa, cujas células têm menos de 2 
micrómetros de diâmetro, apresentando-se morfologicamente como cocos (esféricos ou 
Área Geográfica Incidência infecção 
neonatal/1000 nados vivos 
EUA
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ovóides) que podem estar agrupados aos pares ou em cadeia (Costa, 2000). 
Maioritariamente anaeróbios facultativos, são microrganismos exigentes nutritivamente, 
necessitando de meios de cultura enriquecidos, por exemplo com sangue (Costa, 2000). 
Na identificação primária de espécies deste género, o tipo de hemólise é uma 
característica importante, podendo esta ser completa (β-hemólise), incompleta (α-
hemólise) ou ausente (γ-hemólise) (Levinson, 2004). Para além do tipo de hemólise, a 
classificação de Lancefield é também frequentemente considerada para identificar as 
espécies de Streptococcus patogénicas para o Homem (Costa, 2000). Esta classificação 
de Lancefield permite agrupar as espécies de Streptococcus β-hemolíticos de A a U, 
com base nas diferenças antigénicas existentes no carbohidrato C constituinte da parede 
celular (Levinson, 2004). As espécies de Streptococcus patogénicas para o Homem são, 
geralmente, β-hemolíticas, com excepção de Streptococcus pneumoniae que é α-
hemolítico (Costa, 2000). Entre os Streptococcus β-hemolíticos, encontra-se 
Streptococcus agalactiae.  
S. agalactiae apresenta proteínas de superfície (Glaser et al., 2002) e 
polissacáridos capsulares que potenciam a sua virulência (Glaser et al., 2002; 
Cieslewicz et al., 2005; Ramaswamy et al., 2006; Melin, 2011; Martins et al., 2010), 
pois constituem um mecanismo de evasão ao sistema imunitário do hospedeiro, através 
da imitação dos seus antigénios ou através da interferência com o sistema do 
complemento (Cieslewicz et al., 2005). Na sua constituição possui dois antigénios 
polissacáridos, o antigénio (Ag) polissacárido capsular específico de tipo e o Ag 
polissacárido específico do grupo B. O Ag específico do grupo B é comum a todas as 
estirpes desta espécie e é constituído por unidades de ramnose (Glaser et al., 2002). Os 
polissacáridos capsulares são o principal alvo dos anticorpos produzidos pelo 
hospedeiro (Martins et al., 2010) e das vacinas glicoconjugadas (Ramaswamy et al., 
2006).  
 
1.1. Genoma de Streptococcus agalactiae 
Relativamente ao genoma de S. agalactiae, são conhecidas as sequências de três 
estirpes. A estirpe NEM316 serótipo III possui um genoma com 2.21 Mb (2 211 485 
4 
 
pares de bases - pb) (Glaser et al., 2002), a estirpe 2603 V/R serótipo V tem um genoma 
de 2.16Mb (2 160 267 pb) (Tettelin et al., 2002) e a estirpe A909 serótipo Ia tem um 
genoma com a dimensão de 2.13 MB (2 127 839 pb) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/186?project_id=57935) (Tellelin et al., 2005). O 
genoma de S. agalactiae contém 35.6% GC, possui um número variável de genes 
[concretamente 2235 (estirpe NEM316), 2276 (estirpe 2603V/R), 2136 (estirpe A909)] 
que codificam cerca de 2000 proteínas [concretamente 2094 (estirpe NEM316), 2124 
(estirpe 2603V/R), 1996 (estirpe A909)]  
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=streptococcus%20agalactiae). 
 
1.2. Serótipos capsulares de Streptococcus agalactiae 
S. agalactiae é classificado de acordo com os polissacáridos capsulares e a sua 
reactividade imunológica (Glaser et al., 2002), nos serótipos Ia, Ib, II-VIII, e mais 
recentemente no serótipo IX (Martins et al., 2010; Brzychczy-Wtoch et al., 2010; 
Slotved et al., 2007).  
Os polissacáridos capsulares de S. agalactiae são constituídos por unidades de 
repetição, cuja composição em monossacáridos é semelhante em todos os serótipos, 
contudo, apresentam diferenças que os permite ter antigenicidade distintas. Apesar de S. 
agalactiae não ser naturalmente competente para receber DNA de outras espécies por 
transformação, a transferência horizontal de genes ou a recombinação entre serótipos de 
S. agalactiae, parecem ser as explicações para a diversidade estrutural dos 
polissacáridos (Cieslewicz et al., 2005). Todos os serótipos apresentam glucose, 
galactose e ácido N-acetilneuramínico na constituição dos polissacáridos. Os serótipos 
VI e VIII apresentam ainda N-acetilglucosamina enquanto que a ramnose se encontra 
presente apenas no serótipo VIII (Cieslewicz et al., 2005). 
Os serótipos mais frequentemente detectados são os serótipos Ia, II, III e V que 
representam pelo menos 80% dos isolados nos EUA, na Europa ocidental (Florindo et 
al., 2010; Kong et al., 2008) e na Australásia (Kong et al., 2008). Embora estirpes de 
todos os serótipos possam causar infecções no Homem (Cieslewicz et al., 2005), os 
serótipos mais frequentemente isolados em casos de infecção neonatal por S. agalactiae 
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são os serótipos Ia, III e V (Gherardi et al., 2007). Nos EUA, China, Alemanha, 
Austrália e Nova Zelândia, os isolados de S. agalactiae com serótipos Ia e III são os que 
mais frequentemente colonizam o trato genital da mulher grávida (Wen et al., 2006). Os 
serótipos Ib, II e V parecem apresentar menor virulência que o serótipo III. Contudo, o 
potencial de virulência do serótipo Ia parece variar conforme o local geográfico, sendo 
que em estudos efectuados na África do Sul, em Taiwan e na Holanda o serótipo Ia é 
descrito como menos virulento que o serótipo III enquanto que em Portugal, em Israel e 
na Suécia é descrito como mais invasivo (Madzivhandila et al., 2011). 
Isolados de S. agalactiae com serótipo III foram os principais agentes 
etiológicos de DNP e DNT em estudos efectuados no Japão (Murayama et al., 2009) e 
na África do Sul (Madzivhandila et al., 2011). Em Portugal, o serótipo Ia encontra-se 
mais associado a DNP e o serótipo III a DNT, embora o clone ST17 de serótipo III 
apresente potencial invasivo para DNP e DNT (Martins et al., 2007).  
A distribuição dos serótipos sofre variações geográficas e temporais 
(Ramaswamy et al., 2006; Brzychczy-Wtoch et al., 2010). Antes da década de 80 
(século XX), o serótipo V era raramente detectado (Tettelin et al., 2002), contudo, nos 
últimos anos tem sido o mais prevalente em adultos (homens e mulheres não grávidas) 
em estudos efectuados na América do Norte, Taiwan e Zimbabué (Wang et al., 2010). 
Este serótipo apresenta uma baixa prevalência na África do Sul, Malawi enquanto que 
em Inglaterra, País de Gales e nos EUA a sua prevalência é elevada (Madzivhandila et 
al., 2011), sendo responsável por 24-31% das doenças invasivas em adultos (homens e 
mulheres não grávidas) nos EUA (Ramaswamy et al., 2006). O serótipo Ib apresenta 
elevada prevalência na Coreia (Uh et al., 2005), enquanto que os serótipos VI e VIII são 
prevalentes no Japão (Lachenauer et al.,1999; Terakubo et al., 2003) e o serótipo IV nos 
Emirados Árabes Unidos (Amin et al., 2002). Relativamente aos serótipos IV, VI, VII e 
VIII são raramente isolados na Europa e nos EUA (Uh et al., 2005; Kong et al., 2008; 
Brimil et al., 2005), enquanto que os serótipos III e V são os mais frequentemente 
detectados em Portugal em mulheres em idade reprodutiva (Florindo et al., 2010).  
A percentagem de S. agalactiae cujo polissacárido capsular não é identificável 
(por técnica de aglutinação com anti-soros específicos), considerados não tipáveis (NT) 
pode variar de 4 a 12% (Ramaswamy et al., 2006), contudo, outro estudo revela uma 
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percentagem de isolados NT compreendida entre 7 e 32% (Kong et al., 2008). Na 
Europa e EUA essa percentagem oscila entre 8-14% (Margarit et al., 2009) Esta 
situação pode dever-se ao défice na produção de polissacáridos capsulares ou à presença 
de mutações ou inserção de elementos genéticos móveis no locus cps (capsular 
polysaccharide synthesis) conduzindo à perda de funções de proteínas envolvidas na 
síntese dos polissacáridos capsulares (Martins et al., 2010). A existência de isolados NT 
pode dever-se à fraca ou mesmo à ausência de expressão de polissacáridos capsulares, 
resultando num baixo potencial de virulência (Martins et al., 2007). 
Num estudo efectuado na Coreia do Sul (1990-2002), o serótipo III foi o mais 
prevalente, seguido pelos serótipos Ib, V, Ia, VI, II, VIII, IV e VII (36,5%, 22%, 21.1%, 
9.6%, 4.3%, 1.8%, 1.3%, 1.1% e 0.9%, respectivamente) (Uh et al., 2005). No Japão 
(2006-2007), em isolados provenientes de locais estéreis, a distribuição de serótipos no 
adulto, revelou-se diferente, existindo um predomínio do serótipo Ib (31.5%), seguido 
dos serótipos V (18.5%), II e III, 12.1% cada (Murayama et al., 2009).  
Nos Emirados Árabes Unidos (1998- 1999), o serótipo IV (26.3%) foi o mais 
prevalentemente detectado em isolados provenientes de colonização da mulher grávida. 
Os serótipos Ia e III apresentaram também prevalências elevadas, de 21% e 17.6%, 
respectivamente. Neste estudo, a percentagem de isolados não serotipáveis foi de 15.8% 
(Amin et al., 2002) 
Em França, isolados provenientes de colonização de mulheres grávidas 
apresentam uma predominância do serótipo III (41%), Ia (26%) e V (18%), enquanto 
que os serótipos Ib e II estiveram presentes em apenas 8% cada um (Mee-Marquet et 
al., 2009). Num outro estudo efectuado em França (2006-2007) foram isoladas 109 
estirpes de S. agalactiae responsáveis por infecção neonatal, tendo-se verificado DNP 
em 36% dos casos e DNT em 64% das infecções neonatais. O serótipo III foi o serótipo 
predominante na DNP (61.5%) seguido dos serótipos Ia (28.2%), Ib (5.1%), II (2.5%) e 
V (2.5%), não tendo sido detectados os serótipos IV, VI-IX. O serótipo III foi também o 
mais prevalente na DNT (83%), seguido dos serótipos Ia (7.4%), Ib (4.5%) e V (1.5%) 
(Poyart et al., 2008). 
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Em Taiwan (2006-2008), verificou-se um predomínio do serótipo V entre os 
isolados provenientes de adultos, seguido dos serótipos Ib, III; VI, IV, II, Ia e VII, tendo 
sido detectados 11 isolados NT (Wang et al., 2010).  
Entre 2001 e 2003, na Alemanha, a colonização das grávidas deveu-se sobretudo 
ao serótipo III (28%), seguido dos serótipos II (21%) Ia (17%), V (16%), Ib (15%) e IV 
(3%). Os serótipos VI-VIII não foram detectados no estudo (Brimil et al., 2005). No 
estudo efectuado por Kunze e colaboradores (2011), o serótipo III foi também o mais 
isolado na mulher grávida e no recém-nascido. 
Na República Checa (2001-2002), a colonização da mulher grávida por S. 
agalactiae foi causada por estirpes de serótipos III, Ia, V e II, tendo-se verificado uma 
percentagem de isolados não tipáveis de 1.8% (Motlová et al., 2004).  
Na África do Sul (2004-2007), o serótipo III foi o predominante entre os 
isolados associados a colonização de mãe e recém-nascido, representando 
conjuntamente com os serótipos Ia e Ib, 74.1% e 69.6%, na mãe e recém-nascido, 
respectivamente. Os serótipos III (predominante) e Ia foram prevalentes nas estirpes 
invasivas enquanto que os serótipos VI, VII, VIII e IX não foram detectados. Neste 
estudo verificou-se uma concordância de 90.7% entre os serótipos de S. agalactiae 
isolados na mãe e recém-nascido (Madzivhandila et al, 2011).  
Em Itália, de 2002 a 2005 (Gherardi et al., 2007), em 91 isolados de S. 
agalactiae (de colonização e invasivos) 15 eram NT, 21 do serótipo III, 16 do serótipo 
Ia, 14 do serótipo V, 13 do serótipo II, 5 do serótipo Ib, 3 do serótipo IV e 4 do serótipo 
VII. Os serótipos VI e VIII não foram detectados. O serótipo Ia foi encontrado 
maioritariamente nas estirpes invasivas (29%), o serótipo V foi detectado sobretudo nos 
isolados de S. agalactiae não invasivos (25%) e os isolados NT predominaram entre os 
isolados associados a colonização (29.1%). Neste estudo o serótipo III foi identificado 
maioritariamente como colonizador (33%) comparativamente ao número de isolados 
invasivos e não invasivos detectados com este serótipo, contudo a diferença não foi 
estatisticamente significativa. 
No sul do Brasil (2006-2008) num estudo efectuado em doentes internados e/ou 
ambulatório, em isolados colonizadores, invasivos e não invasivos, foram detectados os 
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seguintes serótipos: Ia (38.1%), Ib (10.1%), II (16.1%), III (3%), IV (13.1%), V (12.5%) 
e NT (7.1%) (Palmeiro et al, 2010).  
Na Grécia (2000-2001), o serótipo mais prevalente entre isolados de colonização 
da mulher grávida foi o serótipo II (26.9%), seguido dos serótipos III (22.4%) e Ia 
(19.4%). Todos os restantes serótipos foram detectados embora a prevalência de cada 
um fosse inferior a 10% (Tsolia et al., 2003). 
Num estudo efectuado com isolados obtidos em Angola, observou-se a presença 
de isolados de S. agalactiae de serótipos Ia e III em crianças com meningite (Florindo et 
al., 2011). 
Num estudo efectuado com isolados obtidos em Barcelona (de 1992 a 2009) 
foram caracterizados 212 isolados provenientes de infecção neonatal (DNP e DNT), 
tendo sido observado um predomínio dos serótipos III (55.7%) e Ia (22.2%). O serótipo 
III (ST17) revelou um elevado potencial invasivo para DNT (Martins et al., 2011), o 
que também já tinha sido verificado em Portugal por Martins e colaboradores (2007). 
Em Portugal, em 2007 e 2008 (Santarém, Hospital Distrital de Santarém), a 
distribuição dos serótipos na grávida colonizada por S. agalactiae foi: Ia (26.3%), Ib 
(8.8%), II (10.5%), III (19.3%), IV (15.8%), V (17.55%) e NT (1.75%) (Rodrigues, 
2009). Num outro estudo efectuado em Portugal, os serótipos III (21.93%), V (21.93%), 
II (17.1%) e Ia (15.61%) também foram os serótipos mais detectados nos isolados de 
mulheres grávidas, tendo os outros serótipos sido identificados em menor frequência: Ib 
(5.2%), IV (2.23%), VII (1.9%). A percentagem de isolados não serotipáveis por técnica 
de aglutinação neste estudo foi de 14.1%. Neste mesmo estudo, os autores observaram 
que os isolados de serótipo Ia e III foram os mais frequentemente detectados em casos 
de infecção neonatal por este microrganismo (Martins et al., 2007). Em Lisboa, de 2005 
a 2007, foram rastreadas para pesquisa de S. agalactiae 4269 mulheres em idade 
reprodutiva, em que 1310 eram grávidas. Não houve diferença na frequência de 
colonização por S. agalactiae entre mulheres grávidas e não grávidas. Foram 
caracterizados 100 isolados com a seguinte distribuição de serótipos: III (35%), V 
(33%), Ia (16%), II (10%), Ib (3%) e IV (3%). (Florindo et al., 2010). Ainda em 
Portugal, de 2004 a 2006, num outro estudo que envolveu o rastreio de grávidas em 
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diversas regiões do país (Almada, Coimbra, Porto, Lisboa e Amadora) verificou-se a 
seguinte distribuição de serótipos: Ia (23.9%), Ib (8.8%), II (13.9%), III (27%), IV 
(7.1%), V (13.1%) e NT (6.2%) (Guimarães, 2008). O serótipo Ib foi identificado como 
responsável por dois casos de meningite em duas mulheres adultas, não grávidas, num 
hospital da área de Lisboa. Os isolados obtidos das duas pacientes revelaram não só o 
mesmo serótipo capsular, mas também o mesmo perfil de PFGE e sequência tipo 
(ST10). Embora não tenha sido determinada uma fonte comum, a proximidade de 
residência destas duas mulheres levou ou autores a considerar uma origem comum 
(Martins et al., 2007). 
 
1.3. Trasmissão de Streptococcus agalactiae 
A colonização vaginal por S. agalactiae é adquirida através do trato 
gastrointestinal, considerado o principal reservatório humano deste microrganismo 
(Koening & Keenan, 2009; CDC, 2010; Jahromi et al., 2008; Melin, 2011; El Aila et 
al., 2010). A transmissão fecal-oral também pode acontecer (Manning et al., 2004; 
Foxman et al., 2007), assim como pelos alimentos, uma vez que este microrganismo é 
também agente patogénico de bovinos e peixes (Foxman et al., 2007). O trato 
respiratório superior constitui um reservatório de S. agalactiae (Ferrieri & Blair, 1977; 
Martins et al., 2007) e pode constituir uma fonte de transmissão (Martins et al., 2007). 
A actividade sexual constitui uma outra fonte de transmissão deste microrganismo 
(Manning et al., 2004; Foxman et al., 2007; Meyn et al., 2002). A transmissão 
horizontal durante o período perinatal pode ocorrer de mãe para filho, como por 
exemplo através do leite materno, assim como através da comunidade ou hospital 
(Melin, 2011). 
 
2. INFECÇÃO POR STREPTOCOCCUS AGALACTIAE 
O estabelecimento de uma infecção por S. agalactiae está relacionado não só 
com o sistema imunitário do hospedeiro mas também com factores bacterianos na 




Este microrganismo pode originar infecções não só em mulheres grávidas e 
recém-nascidos, mas também em idosos e mulheres não grávidas, contudo, a sua maior 
incidência ocorre nos recém-nascidos (CDC, 2010; Melin et al., 2011).  
 
2.1. Colonização da mulher grávida 
A colonização vaginal é adquirida através do trato gastrointestinal (Koening & 
Keenan, 2009; CDC, 2010; Jahromi et al., 2008; Melin, 2011; El Aila et al., 2010), 
contudo, pouco se sabe sobre as características da bactéria ou do hospedeiro que 
influenciam a colonização com S. agalactiae (Manning et al., 2008). A colonização da 
mulher grávida apresenta variações de acordo com a etnia e a geografia (Jahromi et al., 
2008; Beitune et al., 2005; Motlová et al., 2004; Hansen et al., 2004), sendo semelhante 
em mulheres grávidas e não grávidas (Beitune et al., 2005; Motlová et al., 2004). São 
desconhecidas as razões para a discrepância de colonização com S. agalactiae entre 
etnias (Meyn et al., 2002), contudo pensa-se que as condições socioeconómicas 
(Jahromi et al., 2008; Hansen et al., 2004), imunidade do hospedeiro, doenças 
sexualmente transmissíveis e nutrição possam contribuir para as discrepâncias entre 
etnias e regiões geográficas (Jahromi et al., 2008). Factores como uma maior 
colonização materna, uma maior quantidade de partos prematuros e um menor acesso 
aos cuidados de saúde durante a gravidez contribuem para uma maior incidência de 
doença invasiva por S. agalactiae nos recém-nascidos de raça negra (CDC, 2007). 
Existe um risco acrescido de aborto espontâneo, ruptura prematura das 
membranas, parto prematuro ou baixo peso à nascença do recém-nascido, quando a mãe 
se apresenta colonizada com S. agalactiae durante a gravidez. (Beitune et al., 2005). 
Segundo Daugaard e colaboradores (1988), citado por Guimarães (2008), existe uma 
associação entre a presença de S. agalactiae na urina e no cérvix com a ocorrência de 
aborto tardio. 
A colonização da mulher grávida pode resultar em corioamniotites e 
endometrites, assim como na infecção da parede abdominal, abcesso pélvico, 
osteomielite e meningite, embora estas últimas situações sejam menos frequentes 
11 
 
(Beitune et al., 2005). Este microrganismo pode ainda provocar esterilidade materna 
(Rolland et al., 1999). 
Na mulher grávida, a colonização por S. agalactiae foi documentada como 
variável entre 10 a 37% (Melin, 2011; El Aila et al., 2010). Na Bélgica, a colonização 
da mulher grávida oscila entre 13 e 25%, sendo este microrganismo responsável por 
38% dos casos de DNP (El Aila et al., 2010). Já no Irão, a percentagem de colonização 
rectovaginal apresenta-se mais baixa (9.1%) (com transmissão vertical em 60% dos 
casos) (Jahromi et al., 2008), assim como na Grécia (2000-2001) em que a colonização 
da mulher grávida foi de 6.6 % (Tsolia et al., 2003), e nos Emirados Árabes Unidos foi 
de 10.1% (Amin et al., 2002), enquanto que no Brasil essa percentagem foi em média 
de 27.6% (Nomura et al., 2009). 
A colonização da mulher grávida foi de 8% em França (Mee-Marquet et al., 
2009), 16% na Alemanha em mulheres grávidas ou não (Brimil et al., 2005), enquanto 
que na República Checa, foi encontrada uma percentagem de colonização da mulher 
grávida de 29.3% (Motlová et al., 2004). Na Dinamarca, a colonização da mulher 
grávida oscilou entre 33 e 38%, independentemente da idade gestacional, tendo-se 
verificado colonização persistente em 28% dos casos (Hansen et al., 2004). No Chile a 
colonização foi de 19.8% (Abarzúa et al., 2002), enquanto que na Tanzânia, a 
percentagem de colonização da grávida com S. agalactiae foi de 23% e de 8.9% nos 
recém-nascidos, tendo-se verificado transmissão vertical em 37% dos casos (Joachim et 
al., 2009). Em Espanha observou-se uma percentagem de colonização rectovaginal da 
mulher grávida de 18% (Marimón et al.,2005).  
Em estudos efectuados em diferentes áreas geográficas de Portugal foram 
encontradas diferentes taxas de colonização da mulher grávida: no Hospital Distrital de 
Santarém foi de 21.1% (Rodrigues, 2009), no Centro Hospitalar de Entre o Douro e 
Vouga de 19.7% (Araújo, 2010) e, em Braga foi de 34.9% (Areal et al., 2010). No 
Hospital Fernando da Fonseca a frequência de colonização foi de 18% (Mendinhos et 
al., 2006, citado por Areal et al., 2010) e, no Centro Hospitalar de Trás-os-Montes e 




2.2. Infecção do recém-nascido 
Na DNP, a transmissão de S. agalactiae pode ter ocorrido durante a passagem 
pelo canal de parto, assim como através da ascensão deste microrganismo, após ruptura 
das membranas, da vagina até ao líquido amniótico (CDC, 2010; Beitune et al., 2005; 
El Aila et al., 2010). Uma vez na cavidade amniótica S. agalactiae pode colonizar a 
pele e mucosas fetais assim como alcançar os pulmões, através da aspiração do líquido 
amniótico por parte do feto. Após o nascimento, e replicação de S. agalactiae, ocorre 
aderência deste ao epitélio pulmonar, com lesão das células epiteliais e endoteliais do 
pulmão, invade a corrente sanguínea podendo originar septicémia e, consequentemente, 
meningite e osteomielite (Melin, 2011; Lindahl et al., 2005). Quando não são aplicadas 
medidas preventivas, 1 a 2% dos recém-nascidos desenvolve infecção sintomática, na 
grande maioria dos casos (90%) nas primeiras 24 horas de vida (Beitune et al., 2005; 
CDC, 2010; de-Paris, et al., 2011; Motlová et al., 2004). As manifestações clínicas mais 
frequentes são pneumonia, sépsis e, mais raramente, meningite (CDC, 2010). O risco do 
recém-nascido desenvolver DNP e de falecer como consequência da doença é tanto 
maior quanto menor o tempo de gestação (Melin, 2011; Almeida et al., 2004) e menor o 
peso à nascença (Koening & Keenan, 2009). Apesar de a prematuridade ser um factor 
de risco importante, 75% dos casos de DNP ocorrem em recém-nascidos de termo 
(Melin, 2011; Almeida et al., 2004). A colonização materna por S. agalactiae aumenta 
em 25 vezes o risco de DNP (Beitune et al., 2005). 
Permanece por explicar a patogénese da DNT, contudo em alguns casos verifica-
se que o serótipo responsável é o mesmo que foi isolado nas respectivas mães (Martins 
et al., 2007), o que sugere transmissão de mãe para o filho (Lindahl et al., 2005; Martins 
et al., 2007), a qual pode ocorrer através do leite materno (Melin, 2011; Martins et al., 
2007). A DNT pode também derivar de infecção nosocomial, sendo primeiramente 
afectados os recém-nascidos prematuros, os quais adquirem a bactéria através do 
contacto com os profissionais de saúde (Lindahl et al., 2005; Martins et al., 2007) ou 
equipamentos contaminados. A prematuridade constitui o principal factor de risco para 
o desenvolvimento de DNT (Lin et al., 2003) que se manifesta, maioritariamente com 
bacteriémia e meningite (Melin, 2011; Lindahl et al., 2005).  
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A transmissão vertical de S. agalactiae acontece em 30 a 70% dos recém-
nascidos em cujas mães S. agalactiae foi isolado durante a gravidez (Beitune et al., 
2005; CDC, 2010; de-Paris, et al., 2011; Motlová et al., 2004). Os recém-nascidos de 
mães colonizadas com S. agalactiae apresentam colonização das mucosas superficiais 
(oral, nasofaringe, vagina, ânus e pele) em 60% dos casos (Joachim et al., 2009). Num 
estudo efectuado na África do Sul, 28.1% dos recém-nascidos colonizados com S. 
agalactiae nasceram de mães com resultado negativo para o exsudado vaginal. 
Verificou-se ainda que a transmissão vertical ocorreu em 52.5% dos casos 
(Madzivhandila et al., 2011).  
A DNP está fortemente associada à colonização materna enquanto que na DNT, 
apenas se verifica essa ligação numa parte das crianças (Koening & Keenan, 2009). Um 
outro factor que contribui para a infecção do recém-nascido com S. agalactiae são os 
baixos níveis de anticorpos maternos contra o polissacárido capsular ou contra as 
proteínas de superfície (Lindahl et al., 2005), assim como a fraca resposta imunitária do 
recém-nascido. A resistência à opsonização pelo complemento é o principal mecanismo 
de patogenicidade de S. agalactiae para desencadear DNP (Adderson et al., 2000). As 
crianças que sobrevivem à infecção por S. agalactiae, podem apresentar perturbações 
no desenvolvimento, entre as quais, perda de visão, perda de audição, atraso mental 
(Schrag et al., 2000; Lindahl et al., 2005), hidrocéfalo, atraso na fala e linguagem 
(Lindahl et al., 2005). Cerca de 50% dos recém-nascidos que sofrem de meningite 
derivada de infecção com S. agalactiae apresentam deficiências e aproximadamente 
30% têm sequelas neurológicas (Melin, 2011). 
A quimioprofilaxia intraparto pode reduzir o grau de colonização (Scharg et al., 
2000) mas não afecta a DNT (Melin, 2011). Desde a implementação das normas 
preventivas pelo CDC, os casos de DNP precoce diminuíram em mais de 60% (de-Paris 
et al., 2011). 
Num estudo efectuado no Hospital Dona Estefânia em Portugal, a incidência de 
doença causada por S. agalactiae em crianças com menos de 3 meses (por cada 1000 
nados vivos) oscilou de acordo com a região geográfica: 0.9 no norte, 0.4 no centro, 0.4 
em Lisboa e Vale do Tejo e 0.2 no Algarve e Ilhas (Neto, 2008).  
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2.3. Infecção dos adultos homens e mulheres não grávidas 
No adulto, S. agalactiae pode originar infecções locais ou disseminadas, sendo 
os principais grupos afectados, os diabéticos, as mulheres grávidas, as mulheres no pós-
parto e os doentes imunocomprometidos (Gordillo et al., 1993). Além da diabetes, entre 
outras patologias estão a cirrose, cancro da mama (Farley, 2001), falência renal (Wang 
et al, 2010). 
A fonte de infecção para os adultos não é conhecida 
(http://www.cdc.gov/groupbstrep/about/adults.html), porém infecções da pele, tecidos 
moles, ossos e articulações, pneumonia, meningite, urosépsis, endocardite, podem 
ocorrer (Farley et al., 2001; Domelier et al., 2008). 
A taxa de infecção por S. agalactiae em adultos com mais de 65 anos é de 33%, 
sendo este o grupo etário que apresenta maior mortalidade após infecção por este 
microrganismo (15%) (Koening & Keenan, 2009). A taxa de infecção aumenta com a 
idade e é duas vezes mais frequente na raça negra (Farley, 2001). A meningite constitui 
um risco de morte superior aos outros quadros clínicos (Schrag et al., 2000) embora 
ocorra raramente (http://www.cdc.gov/groupbstrep/about/adults.html).  
O serótipo V, desde a década de 80 (século XX), tem sido identificado como o 
serótipo mais frequentemente associado a infecções em adultos (homens e mulheres não 
grávidas) na América do Norte, Taiwan, Zimbabué (Wang et al., 2010). 
 
3. PREVENÇÃO DE INFECÇÕES NO RECÉM-NASCIDO 
3.1. Factores de risco para o desenvolvimento de doença neonatal 
precoce por Streptococcus agalactiae 
A colonização materna dos tratos genitourinário e/ ou gastrointestinal é o 
primeiro factor de risco para o desenvolvimento de DNP (CDC, 2010; Melin, 2011). A 
existência de infecções urinárias por S. agalactiae durante a gravidez constitui um risco 
elevado. Outros factores como a idade gestacional inferior a 37 semanas, ruptura 
prolongada das membranas (superior a 18 horas) (CDC, 2010; Beitune et al., 2005; 
Melin, 2011; El Helali et al., 2009), infecção intra-amniótica (CDC, 2010), gravidez 
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precoce (idade inferior a 20 anos), raça negra, febre intraparto (superior ou igual a 38ºC) 
e baixos níveis de anticorpos anticapsulares de S. agalactiae aumentam também o risco 
de DNP. Grávidas que já tenham tido filhos com DNP possuem risco aumentado nas 
gravidezes seguintes (CDC, 2010; Beitune et al., 2005; Melin, 2011). A diabetes 
mellitus gestacional constitui também um factor de risco (Beitune et al., 2005). Outros 
factores, tais como procedimentos obstétricos (utilização de dispositivos de 
monitorização intrauterinos) ou realização de 5 ou mais exames vaginais durante o parto 
têm também sido mencionados (CDC, 2010: Melin, 2011). Não obstante, permanece 
por explicar a razão da divergência entre a incidência de infecção por S. agalactiae 
entre indivíduos de raça negra face a outros grupos raciais (Schrag et al, 2000). No 
entanto em 50% dos casos de recém-nascidos com DNP, nenhum desses factores é 
observado nas mães (Melin, 2011). O risco do recém-nascido desenvolver DNP é maior 
se a grávida apresentar culturas positivas no rastreio às 35-37 semanas de gestação 
mesmo sem factores de risco durante o parto, comparativamente às grávidas cujo 
rastreio foi negativo mas apresentam no mínimo um factor de risco intraparto, sendo as 
incidências de 5,1 e 0,9 casos/1000 nados vivos, respectivamente (CDC, 2010). A 
presença de apenas um dos factores de risco aumenta a probabilidade da grávida ter um 
filho com DNP 6,5 vezes. 
 
3.2. Selecção da mulher grávida para quimioprofilaxia intraparto 
Para a identificação de grávidas em risco de transmissão de S. agalactiae são 
considerados dois critérios: um deles é a presença de factores de risco, tais como um 
parto em idade gestacional inferior às 37 semanas, uma temperatura materna igual ou 
superior a 38ºC (durante o parto) ou uma ruptura das membranas superior a 18 horas; o 
outro factor é o rastreio da colonização vaginal e/ou rectal da grávida, sendo este 
efectuado por cultura entre as 35 e as 37 semanas de gestação (CDC, 2010). Contudo, o 
rastreio baseado na cultura tem-se revelado mais eficaz do que o rastreio baseado 
apenas nos factores de risco (Church et al., 2008; Schrag et al., 2002; Melin, 2011). 
Quando o rastreio é baseado nos factores de risco apenas 68,8% dos casos de DNP são 
prevenidos contrariamente ao rastreio apoiado na cultura entre as 35 e as 37 semanas de 
gestação, em que a percentagem de prevenção é na ordem dos 86% (Beitune et al., 
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2005). As normas recomendadas pelo CDC baseiam-se no rastreio por cultura e na 
quimioprofilaxia intraparto em mulheres grávidas colonizadas com S. agalactiae. O 
rastreio baseado em factores de risco deve ser aplicado somente nos casos em que no 
momento do parto o estado de colonização da grávida é desconhecido (Melin, 2011; 
CDC, 2010). Uma das limitações do rastreio baseado na cultura às 35-37 semanas de 
gestação prende-se com o facto de não englobar os partos prematuros (7 a 11% dos 
nascimentos), considerados como factor de risco elevado de infecções graves (Daniels 
et al., 2011; Honest et al., 2006), associados a 32 a 38% dos casos de DNP (Honest et 
al., 2006), no entanto, permite iniciar a quimioprofilaxia no momento de admissão 
hospitalar (Daniels et al., 2011) 
Para a quimioprofilaxia intraparto, são seleccionadas todas as grávidas que já 
tenham filhos que desenvolveram DNP, assim como aquelas que apresentem bacteriúria 
por S. agalactiae em qualquer trimestre da gravidez ou rastreio positivo às 35-37 
semanas de gestação. Contudo, as duas primeiras situações por si só permitem 
seleccionar a grávida para quimioprofilaxia intraparto sem necessidade de efectuar o 
rastreio do terceiro trimestre da gravidez. A percentagem de mulheres grávidas que 
apresenta S. agalactiae na urina em qualquer trimestre da gravidez oscila entre 2 e 7 % 
(CDC, 2010). A presença de bacteriúria por S. agalactiae em mulheres grávidas é um 
marcador de elevada colonização vaginal, aumentando por isso o risco de DNP 
(McKenna et al., 2003). Num estudo efectuado a 2318 grávidas, apenas 30% das 
grávidas com bacteriúria assintomática no primeiro trimestre da gravidez apresentaram 
colonização do trato vaginal no período entre as 35-37 semanas de gestação. Destes 
30%, apenas 63% apresentaram o mesmo serótipo nos pares urina/exsudado vaginal 
(McKenna et al., 2003). 
Todas as mulheres grávidas colonizadas por S. agalactiae devem efectuar 
terapêutica intraparto, excepto se o parto ocorrer por cesariana antes de ter sido iniciado 
o trabalho de parto em mulheres grávidas com as membranas intactas. Quando a 
cesariana é efectuada antes do início do trabalho de parto, e quando ainda não existe 
ruptura de membranas, o risco do recém-nascido, cujo nascimento ocorreu no final do 




3.3. Antibioticoterapia de eleição para quimioprofilaxia intraparto 
A quimioprofilaxia intraparto foi implementada pela primeira vez na década de 
80 (século XX) e tem-se revelado eficiente na redução da transmissão vertical de S. 
agalactiae, prevenindo o desenvolvimento de DNP (CDC, 2010; Schrag et al., 2000). 
Nos anos 90, o recurso a esta medida preventiva permitiu reduzir em 70% a incidência 
de DNP, revelando uma eficácia de 86-89% na prevenção desta patologia (Schrag et al., 
2002). A quimioprofilaxia no período pré-natal não erradica definitivamente S. 
agalactiae dado que a colonização pode ser persistente ou intermitente (Beitune et al., 
2005).  
S. agalactiae é susceptivel a muitos agentes antimicrobianos, nomeadamente 
antibióticos β-lactâmicos (CDC, 2010; Beitune et al., 2005), sendo a penicilina G a 
primeira opção a utilizar (Beitune et al., 2005). A sua administração pelo menos 4 horas 
antes do parto revela uma elevada protecção contra a transmissão vertical de S. 
agalactiae, prevenindo a DNP, contudo, uma duração mais curta também confere 
alguma protecção (Melin, 2011).  
Também tem sido descrita susceptibilidade à vancomicina, cloranfenicol, 
cefalosporinas de primeira e segunda geração (excepto cefoxitina) assim como de 
terceira geração. Os aminoglicosídeos por si só não apresentam efeito contra S. 
agalactiae; contudo, potenciam a actividade da ampicilina ou da penicilina G, quando 
administrados em conjunto. A gentamicina como co-adjuvante no tratamento de 
infecção por S. agalactiae parece ter particular interesse em situações de doença 
fulminante e infecções profundas como a endocardite (Farley et al., 2001). Quando 
ocorre suspeita de DNP deve ser iniciada terapêutica com ampicilina e gentamicina 
(Almeida et al., 2004). 
As mulheres grávidas alérgicas à penicilina mas sem antecedentes de anafilaxia, 
angioedema, perturbações respiratórias e urticária após administração de penicilina ou 
cefalosporina, devem ser tratadas com cefazolina. Das grávidas alérgicas à penicilina, 
10% também desenvolvem hipersensibilidade imediata às cefalosporinas (CDC, 2010). 
Quando a mulher grávida é alérgica à penicilina e apresenta risco elevado de anafilaxia 
o antibiótico a administrar é a clindamicina. Nestas circunstâncias, deve também ser 
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testada a susceptibilidade à eritromicina e no caso de existir resistência à eritromicina e 
sensibilidade à clindamicina, deve ainda avaliar-se se existe resistência induzida à 
clindamicina. A clindamicina só é administrada se o isolado de S. agalactiae for 
susceptível aos dois antibióticos ou se não existir resistência induzida à clindamicina. A 
vancomicina deve ser considerada quando existe resistência intrínseca ou induzida à 
clindamicina ou quando não é conhecida a susceptibilidade à eritromicina e 
clindamicina (CDC, 2010). 
 
3.4. Vacina 
A vacinação é considerada uma alternativa mais eficaz e mais económica para 
prevenção da DNP principalmente quando comparada com os inconvenientes da 
administração de antibióticos (Melin, 2011). Além dos antibióticos não prevenirem a 
DNT, podem induzir reacções alérgicas e contribuir para a emergência de 
microrganismos resistentes (Kasper et al., 1996). O desenvolvimento de uma vacina 
contra S. agalactiae conferirá protecção à mulher grávida e aos adultos e, 
consequentemente, permitirá reduzir a utilização de antibióticos durante o parto (Schrag 
et al., 2000). A vacinação tem como alvo mulheres em idade fértil podendo ser alargada 
para homens e mulheres não grávidas (Melin, 2011), assim como grávidas (Lindahl et 
al., 2005), constituindo uma alternativa promissora pois irá permitir prevenir doenças 
associadas a S. agalactiae, entre as quais DNP, DNT, aborto espontâneo, feto morto, 
bacteriémia materna (Melin, 2011). A vacinação da mulher grávida visa reduzir a 
colonização e potenciar a passagem de anticorpos para o feto através da placenta, de 
forma a prevenir DNP (Madzivhandila et al., 2011). 
Inicialmente o alvo da vacina eram os polissacáridos capsulares, contudo, como 
a distribuição dos serótipos varia geográfica e temporalmente, seria difícil o 
desenvolvimento de uma vacina que englobasse a população mundial (Melin, 2011). A 
eficácia de uma vacina baseada apenas nos serótipos capsulares pode ser comprometida 
por processos de transformação capsular (Martins et al., 2007), pelo que se encontra em 
desenvolvimento uma vacina conjugada multivalente proteína-polissacárido baseada 
nos polissacáridos capsulares específicos dos serótipos, para prevenção da DNP (Farley 
et al., 2001), em que os serótipos considerados são o Ia, Ib, II, III e V (Brimil et al., 
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2005). Segundo Madzivhandila e colegas (2011) uma vacina trivalente envolvendo os 
serótipos Ia, Ib e III cobriria 80% dos serótipos invasivos em crianças até aos 3 meses 
de vida nos EUA e Europa. Contudo, as vacinas baseadas nos polissacáridos capsulares 
não protegem contra S. agalactiae NT (Ramaswamy et al., 2006). O desenvolvimento 
de uma vacina com recurso a proteínas de superfície, como por exemplo, as proteínas 
dos pili de S. agalactiae, poderá tornar-se uma realidade (Maione et al., 2005). Estas 
proteínas são codificadas por três ilhas cromossómicas (PI-1, PI-2a e PI-2b) e, no estudo 
efectuado por Margarit e colaboradores (2005), todos os isolados possuíam pelo menos 
uma dessas três ilhas. O facto de estas regiões estarem bem conservadas entre estirpes, 
constitui em factor adjuvante à sua utilização no desenvolvimento de uma vacina para 
prevenção de infecções por S. agalactiae. Uma vacina que inclua componentes das três 
ilhas cromossómicas conferiria protecção contra 94% das estirpes de S. agalactiae na 
Itália e EUA (Margarit et al., 2009).  
O desenvolvimento de vacinas contra S. agalactiae permanece a medida mais 
promissora para prevenção da DNP (Van Dyke et al., 2009). Contudo, a imunização da 
grávida pode falhar na prevenção de aproximadamente 40% dos casos de DNT em 
recém-nascidos com idade gestacional inferior a 34 semanas (Lin et al., 2003). 
 
4. RESISTÊNCIA AOS ANTIMICROBIANOS EM STREPTOCOCCUS 
AGALACTIAE 
O aumento do uso de antibióticos como medida profiláctica da DNP conduziu a 
um aumento da resistência de isolados de S. agalactiae aos antibióticos (CDC, 2010; 
Schrag et al., 2000).  
A resistência aos antimicrobianos pode resultar de diferentes tipos de 
mecanismos, nomeadamente por alterações genéticas, mutações espontâneas ou 
transferência horizontal de genes e devido a alterações bioquímicas. Estas podem 
ocorrer por diversos motivos: (i) modificação ou inactivação dos antibióticos, (ii) 
modificação do alvo de acção dos antimicrobianos, (iii) bombas de efluxo ou 
permeabilidade da membrana, (vi) evitar a inactivação do antibiótico. Relativamente às 
alterações genéticas, as mutações pontuais ocorrem menos frequentemente que a 
transferência de DNA extracromossomal (GiedraitienƖė et al., 2011). Por outo lado, as 
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bombas de efluxo constituem um dos principais mecanismos de multirresistência a 
antimicrobianos (GiedraitienƖė et al., 2011).  
S. agalactiae permanece susceptível aos β-lactâmicos, contudo a emergência de 
estirpes resistentes aos macrólidos e tetraciclina, tem sido divulgada (Culebras, et al., 
2002). A resistência à eritromicina tem sido documentada como variável, por exemplo 
de 7 -25% e a resistência à clindamicina também entre 3 a 15%, podendo estes 
fenótipos de resistência estar associadas a determinados serótipos (Motlová et al., 
2004), nomeadamente o serótipo V (Beitune et al., 2005; Brzychczy-Wtoch et al., 2010; 
Farley, 2001). Em Portugal, a resistência à eritromicina parece estar associada ao 
serótipo III, tornando-se este facto ainda mais preocupante dado o potencial invasivo a 
associado a este serótipo (Florindo et al., 2010). Na Australásia a resistência aos 
macrólidos é pouco comum (Zhao et al., 2008). 
 
4.1. Mecanismos de resistência aos macrólidos e lincosamidas 
Existem três classes principais de mecanismos de resistência aos macrólidos: (i) 
modificação do alvo do antibiótico no ribossoma, (ii) modificação do antibiótico e (iii) 
alterações no transporte do antibiótico através da membrana celular; sendo que apenas a 
modificação do alvo do antibiótico e as alterações no transporte do mesmo têm sido 
documentadas em Streptococcus, aos quais conferem resistência aos macrólidos de 14 e 
15 átomos (Clancy et al., 1997; Leclercq, 2002). A resistência à eritromicina pode 
ocorrer por dois processos: (i) acção de metilases ribossomais e (ii) presença de bombas 
de efluxo (Domelier et al., 2008). As metilases modificam o local de ligação do 
antibiótico no ribossoma, através da metilação de um resíduo de adenina conservado no 
rRNA 23S, conferindo desta forma resistência aos macrólidos com 14 e 15 átomos, 
lincosamidas e estreptograminas B (Klugman et al., 1998). A metilação do rRNA 23S é 
codificada pelos genes erm (erythromycin ribosome methylase), cuja expressão dá 
origem aos fenótipos MLSB (Macrolide, Lincosamides and Streptogramins B): 
resistência constitutiva (fenótipo cMLSB) ou indutiva (fenótipo iMLSB) (Brzychczy-
Wtoch et al.., 2010). A metilação ribossomal é a forma mais frequente de resistência 
aos macrólidos e lincosamidas (Leclercq, 2002). Estão descritas 21 classes de genes 
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erm, sendo a mais frequentemente detectada em estreptococos a classe erm(B). Nos 
Streptococcus β-hemolíticos também os genes erm(TR), pertencentes à classe erm(A), 
podem ser detectados. Na expressão indutiva, para haver transcrição é necessário um 
indutor, neste caso um macrólido, enquanto que na expressão constitutiva o mRNA é 
sempre transcrito, na presença ou ausência do indutor. As estirpes que apresentam 
fenótipo iMLSB são resistentes ao macrólido que induz resistência, mas permanecem 
susceptíveis às lincosamidas e aos macrólidos cuja presença não induz resistência às 
lincosamidas (Leclercq, 2002). 
O gene erm(B) está associado à expressão constitutiva da metilase enquanto que 
o gene erm(A) se encontra relacionado com a expressão induzida pela eritromicina. 
Contudo, mutações no gene erm(A) resultam numa expressão constitutiva das metilases 
(Heelan et al., 2004), assim como é possível detectar em S. agalactiae resistência 
induzida à clindamicina associada ao gene erm(B) (Leclercq, 2002). Ambos os genes 
erm(A) e erm(B), podem ser expressos de forma constitutiva ou indutiva. Novos 
subfenótipos de resistência MLSB devem-se à presença simultânea dos genes erm e mef 
(macrolide efflux) (Culebras et al., 2002). Quase sempre a resistência aos macrólidos-
lincosamidas-estreptograminas B em S. agalactiae são devidas à presença dos genes 
erm(B) e erm(A) subclasse erm(TR) (Marimón et al., 2005). Os genes erm encontram-
se codificados em plasmídeos ou transposões (Leclercq, 2002), assim como o gene 
mef(A), que podem integrar-se no cromossoma bacteriano (Cresti et al. 2002).  
A resistência por bombas de efluxo deve-se à ligação de proteínas à parte 
hidrofóbica da membrana (Domelier et al., 2008) que conferem resistência aos 
macrólidos com anéis de 14 e 15 átomos, no entanto existe susceptibilidade aos 
macrólidos com anéis de 16 átomos, lincosamidas e estreptograminas (Arpin et al., 
1999; Mouy et al., 2001; Domelier et al., 2008; Clarebout et al., 2001). Este fenótipo 
(fenótipo M) depende de um mecanismo de efluxo dependente de protões, e é 
codificado pelos genes mef da classe mef(A) (Clarebout et al., 2001; Clancy et al., 1997; 
Leclercq, 2002) e afecta apenas os macrólidos de 14 e 15 átomos. As estirpes com 
fenótipo M não apresentam resistência aos macrólidos de 16 átomos nem à clindamicina 
e estreptograminas B. A proteína Mef(A) pertence à família MFS (major facilitator 
superfamily) e atinge 12 regiões na membrana (Leclercq, 2002). Embora a subclasse 
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mef(A) seja a mais frequentemente associada ao fenótipo M, a subclasse mef(E) também 
já foi detectada em isolados clínicos de S. agalactiae resistentes à eritromicina 
(Marimón et al., 2005) Na Tabela 2, encontram-se esquematizados os genótipos e 
fenótipos envolvidos na resistência aos macrólidos em Streptococcus spp. (Leclercq, 
2002) 
As estirpes invasivas apresentam menos resistência aos macrólidos 
comparativamente às não invasivas (Domelier et al., 2008). 
 
Tabela 2: Genótipos e fenótipos de resistência aos macrólidos em Streptococcus 
spp. 






Fenótipo Macrólidos de 14 







erm iMLSB R ou I R, I ou S R, I ou S 
cMLSB R R R 
Efluxo mef(A) M R ou I S S 
Adaptado de Leclercq, 2002. R= Resistente; I= Resistência intermédia; S= Susceptível 
A resistência às lincosamidas tem também sido descrita em estirpes de 
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecium, sendo este mecanismo de resistência 
associado aos genes lnu(A) [lin(A)] e lnu(B) [lin(B)], respectivamente. Estes genes 
codificam para nucleotidiltransferases que inactivam lincosamidas, sendo o modo de 
actuação das linsosamidas similar ao dos macrólidos (Leclercq, 2002).  
Na nova Zelândia foram descritas estirpes de S. agalactiae susceptíveis à 
eritromicina mas com resistência intermédia ou resistência à clindamicina, contudo 
estes isolados também apresentam resistência às estreptograminas A, resultando no 
fenótipo LSA (Lincosamide-Streptogramin A) (Malbruny et al., 2004). Os mecanismos 
bioquímicos e genéticos deste fenótipo ainda não são conhecidos, mas pensa-se que 
aqueles genes possam ser adquiridos por transferência horizontal. O fenótipo LSA é 
semelhante ao fenótipo LSA intrínseco encontrado em Enterococcus faecalis e ao 
fenótipo LSA adquirido por S.aureus. Em E. faecalis, este fenótipo está relacionado 
com a expressão da proteína Lsa, sendo esta semelhante às proteínas ABC, que têm 
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como função o transporte de moléculas em resposta à hidrólise de ATP (Malbruny et 
al., 2004). No Canadá foi detectada apenas uma estirpe de S. agalactiae com resistência 
à clindamicina e susceptibilidade à eritromicina, que tinha presente o gene lin(B) que 
codifica para nucleotidiltransferases que inactivam lincosamidas (de Azavedo et al., 
2001). Nos EUA também foi detectada uma estirpe portadora do gene lin(B), com 
fenótipo L (Lincosamide). Este gene já tinha sido anteriormente identificado em E. 
faecium (Gygax et al., 2006). Em Portugal, no estudo efectuado por Rodrigues (2009) 
também foi detectado um isolado proveniente de colonização da mulher grávida, 
resistente à clindamicina e susceptível à eritromicina.  
 
4.2. Mecanismos de resistência à tetraciclina 
Desde a década de 50 (século XX), a resistência à tetraciclina no género 
Streptococcus é bastante elevada. Contudo, são poucos os casos em que esta resistência 
se encontra associada a plasmídeos (Burdett, 1980). 
As tetraciclinas apresentam na sua constituição 4 anéis benzénicos, e têm como 
alvo o ribossoma, onde travam a síntese proteica através do impedimento da ligação dos 
aminoacil-tRNA ao ribossoma, exercendo efeito bacteriostático (de Sousa e Peixe, 
2010). Estão caracterizados 17 determinantes genéticos que conferem resistência à 
tetraciclina, muitos dos quais, codificam para bombas de efluxo ou para proteínas que 
protegem os ribossomas da acção da tetraciclina. Nas bactérias de coloração Gram 
positiva, o determinante mais prevalente é o tet(M), embora o tet(O), tet(K) e tet(L) 
também possam surgir, contudo menos frequentemente (Culebras et al., 2002). O gene 
tet(M) pode ser adquirido por transferência horizontal mediada por transposões 
conjugativos. A razão para a elevada prevalência de isolados de S. agalactiae resistentes 
à tetraciclina é desconhecida pois este antibiótico não é utilizado profilacticamente nem 
como tratamento de grávidas e/ou crianças (de Azavedo et al., 2001).  
A resistência à tetraciclina e eritromicina deve-se, por vezes, à presença dos 
respectivos determinantes genéticos de resistência no mesmo elemento genético móvel, 
pelo que existe uma associação frequente entre os genes erm(B) e tet(M), quer em 
bactérias de coloração Gram positiva quer Gram negativa (Culebras et al., 2002).  
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Na Tabela 3, encontra-se a distribuição da resistência à eritromicina, 
clindamicina e tetraciclina em algumas áreas geográficas. 
 
Tabela 3: Resistência de Streptococcus agalactiae à eritromicina, clindamicina e 
tetraciclina 
 1
 Uh et al., 2005; 
2
 Wang et al., 2010; 
3 
Motlová et al., 2004; 
4
 Rodrigues, 2009; 
5
 Araújo, 2010; 
6
 Poyart 
et al., 2008; 
7
 Domelier et al., 2008; 
8
 Gherardi et al., 2007; 
9
 Florindo et al., 2010; 
10
 Betriu et al., 2003; 
11




 Pinheiro, 2009; 
14
Tsolia et al.2003; 
15
Martins et al., 2011; 
SR-Sem Referência; **Neste estudo 8.3% dos isolados apresentaram resistência à eritromicina e 1.7% 
apresentaram resistência intermédia à mesma.  
 
Na Tanzânia (Outubro de 2008-Março de 2009), a susceptibilidade à 
eritromicina e clindamicina oscilou entre 80 e 90% (Joachim et al., 2009) enquanto que 
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entre 11 e 50% (Mouy et al., 2001) enquanto que no Japão (2006-2007) a percentagem 
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(1992-2000), 87% dos isolados resistentes à eritromicina também apresentaram 
resistência à tetraciclina enquanto que entre os isolados sensíveis à eritromicina a 
resistência à tetraciclina foi de 72% (Culebras et al., 2002). Num estudo efectuado com 
isolados obtidos de crianças angolanas dos 91 dias aos 12 anos de vida, com diagnóstico 
de meningite, apenas foi detectado um isolado com resistência intermédia à eritromicina 
(Florindo et al., 2011). Em Taiwan (Wang et al., 2010) e Portugal (Rodrigues, 2009) 
foram detectados isolados com resistência à clindamicina e sensibilidade à eritromicina. 
No Brasil (2006-2008) a resistência à eritromicina e à clindamicina foi de 4.7%, tendo o 
fenótipo cMLSB sido detectado em todos os isolados (Palmeiro et al, 2010). Em 
Espanha observou-se uma percentagem de isolados colonizantes resistentes à 
eritromicina de 11% (Marimón et al., 2005). 
O gene erm(B) tem sido o gene mais detectado entre os isolados resistentes à 
eritromicina, tal como descrito em estudos efectuados na Coreia do Sul (Uh et al., 
2005), no Japão (Murayama et al., 2009), em Itália (Gherardi et al., 2007), no Brasil 
(Palmeiro et al., 2010), em Espanha (Marimón et al., 2005; Martins et al., 2011) e em 
Portugal (Florindo et al., 2010; Pinheiro, 2009). No Canadá, a resistência à eritromicina 
está sobretudo associada à presença do gene erm(A) [erm(TR)] (de Azavedo et al., 
2001) enquanto que em França a resistência foi originada pelo gene mef(A) (Poyart et 
al., 2008). Em Madrid, 44,5% dos isolados apresentam mais de um gene de resistência 
aos macrólidos (Culebras et al., 2002). 
O fenótipo cMLSB foi o fenótipo mais detectado em estudos efectuados em 
Portugal (Araújo, 2010; Florindo et al., 2010; Pinheiro, 2009), na República Checa 
(Motlová et al., 2004), em Itália (Gherardi et al., 2007), em Taiwan (Wang et al., 2010), 
Espanha (Martins et al., 2011).  
Em Portugal, o serótipo III tem sido identificado em grande parte das estirpes 
resistentes à eritromicina (Florindo et al., 2010; Guimarães, 2008), sendo também 
detectados os serótipos II e V (Guimarães, 2008). Em Santarém (Rodrigues, 2009), o 
serótipo V foi o mais frequentemente detectado entre os isolados resistentes à 
eritromicina, tal como se verificou também na Coreia do Sul (Uh et al., 2005), 
Barcelona (Martins et al., 2011). 
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4.3. Mecanismos de resistência às quinolonas 
As quinolonas apresentam uma boa eficácia no tratamento de infecções causadas 
por microrganismos do género Streptococcus (Kawamura et al., 2003). No Japão 
(Fevereiro a Dezembro de 2002) foram detectados isolados altamente resistentes às 
quinolonas tendo sido observada a existência de mutações pontuais nos genes gyrA e 
parC (Kawamura et al., 2003). Num outro estudo efectuado em Espanha (2003-2004), a 
percentagem de resistência às quinolonas foi de 1.2%, tendo os autores verificado que 
as estirpes apresentavam também mutações no genes gyrA e parC (Miró et al., 2006). 
 
4.4. Mecanismos de resistência à penicilina 
 A penicilina consituti o antibiótico de eleição não só para antibioticoprofilaxia 
intraparto mas também para tratamento de infecções em adultos por S. agalactiae 
(Kimura et al., 2008). 
 Embora não existam critérios que definam um isolado como resistente a este 
antibiótico, já foram descritos isolados com susceptibilidade reduzida à penicilina. Num 
estudo efectuado no Japão, entre 1995 e 1998 e em 2005, foram caracterizados 14 
isolados com susceptibilidade reduzida a este antibiótico, 8 apresentaram serótipo 
capsular III. Alguns dos isolados apresentaram mutações nas proteínas de ligação às 
penicilinas (PBP) (do inglês Protein Binding Penicilins) - PBP 1A, PBP 1B, PBP 2A, 
PBP 2B e, todos os 14 isolados apresentaram mutações na PBP 2X. Os autores 
assumem que as substituições de aminoácidos verificadas na PBP 2X (Q557E e/ou 
V405A) são a principal causa para a susceptibilidade reduzida de S. agalactiae à 
Penicilina G (Kimura et al., 2008). No Canadá também foi detectado um isolado 
responsável por sépsis neonatal com susceptibilidade reduzida á penicilina (de Azavedo 
et al., 2001). 
 Mais tardiamente (Longtin et al., 2011) foram descritas novas mutações em 
isolados com susceptibilidade reduzida à penicilina, na PBP 1A (T546P), PBP 2A 
[(E636G),  (S644F), (S676F)] e PBP 2X (G371D). No entanto, a mutação mais 
frequentemente reportada é Q557E em PBP 2X. 
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5. DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE STREPTOCOCCUS 
AGALACTIAE 
5.1. Rastreio de colonização da mulher grávida 
No rastreio de colonização da mulher grávida deve ser efectuada colheita de um 
exsudado vaginal (introito vaginal) e de um exsudado rectal entre as 35 e as 37 semanas 
de gestação (CDC, 2010). A sensibilidade da cultura do exsudado vaginal é apenas de 
50 a 60% (CDC, 2010), e a colonização rectal parece ser 18 a 24 vezes superior à 
colonização vaginal (El Aila et al., 2010), razão pela é aconselhada a colheita vaginal e 
rectal (CDC, 2010). A colheita simultânea dos exsudados vaginal e rectal aumenta em 
18.5-51% a probabilidade de detecção de S. agalactiae comparativamente à colheita 
isolada do exsudado vaginal (Madzivhandila et al., 2011). 
A colonização da mulher grávida com S. agalactiae pode ser transitória, 
intermitente ou persistente (Hoogkamp-Korstanje et al., 1982; Melin, 2011; Rallu et al., 
2006), apenas com variação da densidade de colonização (Rallu et al., 2006). O valor 
preditivo negativo da cultura para pesquisa de S. agalactiae nas 5 semanas que 
antecedem o parto é de 95 a 98%, no entanto, este valor preditivo decresce, se o rastreio 
for efectuado mais de 5 semanas antes do parto (Yancey et al., 1996). O valor preditivo 
negativo da cultura é 97% e o valor preditivo positivo é 89% relativamente à 
probabilidade de colonização da mulher grávida no momento do parto (Almeida et al., 
2004). 
A colheita durante o parto pode ficar comprometida, nomeadamente após 
ruptura das membranas devido à saída do líquido amniótico (Madzivhandila et al., 
2011). 
5.2. Colheita e processamento 
A colheita na parte distal da vagina revela-se mais eficaz do que no cérvix 
(Melin, 2011; Beitune et al., 2005) contudo o exsudado rectal é mais eficaz no 
isolamento de S. agalactiae que o vaginal e quando associados permitem obter 
resultados mais fidedignos. Sendo o trato gastrointestinal o principal reservatório de S. 
agalactiae, a combinação dos dois tipos de colheita aumenta a probabilidade de 
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detecção deste microrganismo (Daniels et al., 2011; Melin, 2011; El Aila et al., 2010). 
A colheita pode ser efectuada por profissionais de saúde ou pela própria grávida e o 
transporte deve ser efectuado num meio não nutritivo, como por exemplo o meio de 
Stuart ou de Amies (CDC, 2010). S. agalactiae mantém-se viável no meio de transporte 
por um período de 4 dias desde que a amostra seja refrigerada ou mantida à temperatura 
ambiente, sendo a percentagem de recuperação de S. agalactiae entre 92 e 100%. 
Contudo, a sua recuperação decresce significativamente, quando exposto a temperaturas 
na ordem dos 30ºC, podendo originar resultados falsamente negativos (Stoner et al., 
2004; CDC, 2010). A sensibilidade da cultura aumenta quando a amostra é guardada 
refrigerada (4ºC) e processada num período de 24 horas após a colheita (CDC, 2010). 
No laboratório, as amostras devem ser incubadas em meio líquido de 
enriquecimento como o Todd-Hewitt broth suplementado com gentamicina e ácido 
nalidíxico (Trans Vag broth) ou com colistina e ácido nalidíxico (Lim broth); o 
enriquecimento destes meios com 5% de sangue de carneiro desfibrinado aumenta a 
recuperação de S. agalactiae. A incubação é efectuada durante 18 a 24 horas a 35-37ºC 
em aerobiose ou atmosfera com 5% de CO2 (CDC, 2010). A utilização de um meio 
líquido não selectivo apresenta uma percentagem de falsos negativos na ordem dos 
58,9% (Baker et al., 1973). Por outro lado, se a cultura fosse efectuada primeiramente 
em meio sólido, a percentagem de grávidas com resultados falsamente negativos seria 
de 50% (CDC, 2010). 
Após o enriquecimento em meio líquido deve ser efectuada subcultura para meio 
sólido com 5% de sangue de carneiro suplementado com colistina e ácido nalidíxico, ou 
para meio sólido cromogénio, sendo a incubação efectuada nas mesmas condições 
(CDC, 2010). Posteriormente, procede-se à identificação de colónias sugestivas de S. 
agalactiae, ou seja, aquelas que no meio sólido suplementado com 5% de sangue de 
carneiro surgem com pequena região de β-hemólise, testes de catalase negativa e/ou 
hipurato positivo e se apresentam como cocos de coloração Gram positiva. Após 
incubação, sempre que não existir crescimento de colónias suspeitas de S. agalactiae, as 
placas devem ser reincubadas durante a noite para posterior reavaliação (CDC, 2010).  
Existem meios líquidos cromogénios como alternativa, que permitem detectar S. 
agalactiae β-hemolíticos através da modificação da cor do meio (como por exemplo, o 
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meio de Granada Biphasic Broth). Quando não se observa alteração na cor, deve ser 
efectuada subcultura para meio sólido com 5% de sangue de carneiro, ou serem 
pesquisados antigénios de S. agalactiae ou utilizados métodos moleculares que 
permitam identificar estirpes não-hemolíticas (CDC, 2010). Segundo El Aila e colegas 
(2009), a utilização do meio de Lim broth com subcultura para o meio sólido de 
Granada constitui um método de detecção de S. agalactiae em exsudados vaginais e 
rectais de mulheres grávidas, específico e sensível. 
Para a detecção de S. agalactiae em amostras de exsudados vaginais e rectais, o 
exame cultural, com recurso a enriquecimento prévio é considerado o método gold 
standard. A confirmação dos resultados é feita com base em testes específicos de 
aglutinação ou recorrendo a métodos moleculares (Beitune et al.,2005). A cultura 
apresenta como desvantagem o facto de exigir microrganismos viáveis assim como a 
necessidade de maior tempo para a obtenção de um resultado (Beitune et al.,2005), pelo 
que não pode ser aplicada no momento do parto. Desta forma, a sua realização entre as 
35 e as 37 semanas de gestação exclui as situações de parto prematuro (<35 semanas de 
gestação), facto que não deve ser menosprezado visto que 7-11% das grávidas têm o 
parto antes do rastreio e que a prematuridade é um dos factores de risco para o 
desenvolvimento de infecção neontal (El Helali et al., 2009).  
Diversos factores podem condicionar a detecção de S. agalactiae em mulheres 
grávidas portadoras, entre os quais, a toma de antibióticos orais e/ou utilização de 
produtos de higiene antes da colheita, ou outros factores como o tipo de colheita, 
condições de transporte da amostra e processamento da mesma (Melin, 2011). 
Podem ocorrer situações em que DNP acontece em recém-nascidos no termo da 
gestação cuja mãe apresentou rastreio negativo para S. agalactiae, assim como em 
prematuros cujas mães não foram rastreadas. Uma grande percentagem dos casos de 
DNP (60 a 80%) ocorrem em recém-nascidos cujas mães apresentaram rastreios 
negativos para S. agalactiae (Melin, 2011), o que limita a cultura como método de 
detecção (Beitune et al., 2005).  
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O facto de a colonização durante a gravidez ser intermitente enfraquece a 
correlação entre o rastreio e a colonização no momento do parto o que pode conduzir a 
uma aplicação incorrecta das medidas preventivas (El Helali et al., 2009). 
 
5.3. Identificação de Streptococcus agalactiae 
Em meio sólido suplementado com 5% de sangue de carneiro, S. agalactiae 
apresenta colónias pequenas com um halo ligeiro de β-hemólise (CDC, 2010), sendo 
necessário recorrer a outros testes para a sua correcta identificação. 
 
5.3.1. Teste de CAMP (Christie-Atkins-Munch-Petersen) 
O teste de CAMP (Christie, Atkins, Munch, Peterson) pode ser usado como 
método de identificação presuntiva (CDC, 2010). S. agalactiae possui o gene cfb, 
responsável pela produção de uma citolisina ou factor CAMP (Glaser et al., 2002), que 
potencia a actividade da β-hemolisina de S.aureus em meio sólido suplementado com 
sangue de carneiro. S. agalactiae é presuntivamente identificado pela presença de uma 
região de β-hemólise (em forma de seta), resultante da convergência da acção da β-
hemolisina de S.aureus e do factor CAMP de S. agalactiae (Wilkinson, 1977).  
Este teste é de fácil execução, raramente fornece resultados falsamente positivos 
e permite obter resultados em 18 horas (Wilkinson, 1977). 
 
5.3.2. Pesquisa de antigénios de Streptococcus agalactiae 
5.3.2.1. Serogrupagem de Streptococcus agalactiae 
A pesquisa antigénica de Streptococcus β-hemolíticos dos grupos A, B, C, D, F 
e G de Lancefield, consiste num teste rápido de aglutinação que permite obter 
resultados em 10 minutos. Constitui um excelente teste de confirmação após a cultura, 
com uma sensibilidade e especificidade próximas de 100%. Contudo, quando o teste é 
efectuado antes da cultura em meio sólido suplementado com 5% de sangue de carneiro, 
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a sua sensibilidade decresce para 65%. Apresenta variações quando não existe 
enriquecimento prévio à cultura e depende do tempo de incubação no meio sólido, 
quantidade de inóculo presente na amostra assim como do tempo que decorre entre a 
extracção e a execução do teste. Um grupo de investigadores em Espanha concluiu que 
este teste sendo efectuado após enriquecimento no meio líquido, apresenta uma elevada 
sensibilidade (98%) tendo ainda a vantagem de reduzir o tempo de resposta em 24 
horas; contudo, estes resultados não foram comprovados por outros investigadores, pelo 
que a cultura constitui o melhor método existente actualmente para o rastreio pré-natal 
mas não o mais adequado para o rápido diagnóstico exigido no momento do parto 
(Beitune et al., 2005). 
 
5.3.2.2. Serotipagem de Streptococcus agalactiae 
A serotipagem baseada no Ag polissacárido capsular é relevante para o 
conhecimento da distribuição dos serótipos em todo o mundo, com a finalidade de se 
poder desenvolver uma vacina multivalente conjugada polissacárido capsular-proteína 
(Ramaswamy et al., 2006; Kong et al., 2008; Slotved et al., 2007). 
Neste método testa-se a reactividade dos anti-soros comerciais com o 
polissacárido capsular da estirpe em estudo (Kong et al., 2008). Os métodos de tipagem 
convencionais exigem grande quantidade de antisoros específicos e os resultados são 
muitas vezes subjectivos (Kong et al., 2005; Wen et al., 2006). Os isolados que não 
apresentam reactividade com nenhum dos antisoros vulgarmente utilizados são 
considerados não tipáveis (NT) (Ramaswamy et al., 2006), tal facto pode dever-se à 
ausência de expressão do polissacárido capsular ou à inexistência de reacção com os 
antisoros disponíveis (Kong et al., 2008; Slotved et al. 2007), assim como pode resultar 
de um processo de recombinação, originando a disrupção de genes no locus cps. A base 
genética molecular para o fenótipo NT não é conhecida (Ramaswamy et al., 2006). As 
limitações deste tipo de teste estão associadas à qualidade dos antisoros utilizados, à 
experiência do operador assim como à existência de isolados não serotipáveis. Contudo, 
é um método útil para avaliação da distribuição dos serótipos (Kong et al., 2008). 
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Apesar de existirem métodos de tipagem molecular como o Pulsed-field gel 
electrophoresis (PFGE) e Mutilocus sequencing type (MLST), a serotipagem permanece 
um método essencial em estudos epidemiológicos (Martins et al., 2007). 
 
5.3.3. Detecção de ácidos nucleícos de Streptococcus agalactiae 
A identificação dos serótipos por métodos moleculares revela um elevado poder 
discriminatório assim como reprodutibilidade (Kong et al., 2002). Os testes genotípicos, 
na sua maioria, apresentam uma tipeabilidade de 100%, que pode ser inferior na 
serotipagem convencional (van Belkum et al., 2007). 
Os testes de PCR (Polymerase Chain Reaction) para detecção de S. agalactiae 
apresentam grandes oscilações de sensibilidade (62,5-98,5%) e especificidade (64.5-
99.6%) quando comparados ao método gold standard (enriquecimento seguido de 
subcultura); contudo, o enriquecimento prévio das amostras aumenta a sensibilidade dos 
testes de PCR para 92,5-100%, o que constitui uma desvantagem para a detecção de S. 
agalactiae, pois acresce o tempo de resposta; contudo, a sua exactidão é mais relevante 
(CDC, 2010). 
 
5.3.3.1. Genotipagem capsular de Streptococcus agalactiae 
O polissacárido capsular é frequentemente utilizado para tipagem de estirpes 
(Poyart et al., 2007). Os testes fenotípicos de serotipagem apresentam algumas 
limitações comparativamente aos testes genotípicos, entre as quais baixa robustez, a 
existência de um número considerável de isolados NT (Manning et al., 2005; Poyart et 
al., 2007), a possibilidade de erros inerentes à serotipagem (Poyart et al., 2007), assim 
como os custos (Manning et al., 2005). 
Os testes genotípicos complementam os métodos fenotípicos apresentando ainda 
a vantagem de ultrapassarem as limitações associadas à expressão capsular assim como 
a possibilidade de identificar novas variantes antigénicas e também a limitação dos 
isolados NT. Uns testes são mais reprodutíveis, específicos e fáceis de executar do que 
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outros. Usualmente os métodos genotípicos envolvem a execução de métodos baseados 
em, nomeadamente, PCR e hibridação DNA/DNA, PCR e restrição enzimática ou PCR 
e sequenciação (Poyart et al., 2007). A maioria dos métodos de tipagem molecular são 
mais discriminatórios e apresentam maior tipabilidade comparativamente aos métodos 
de tipagem convencionais (van Belkum et al., 2007). 
A região genética cps (capsular polysaccharide synthesis) engloba os genes 
cpsA-cpsO, cpsR e cpsY, alguns dos quais permanecem conservados entre serótipos. 
Contudo, nem todos os serótipos apresentam todos os genes cps. Os genes cpsG-cpsK 
apresentam grande variabilidade entre os serótipos Ia, Ib, II-VII enquanto que os genes 
cpsE-CpsK são variáveis no serótipo VIII (Manning et al., 2005). As regiões cpsH-
cpsM são específicas para cada serótipo (Slotved et al., 2007). 
A genotipagem capsular por PCR tem-se revelado eficaz na tipagem de isolados 
invasivos de S. agalactiae que se revelem não tipáveis pela metodologia convencional 
(Madzivhandila et al., 2011). Geralmente, os resultados da serotipagem convencional e 
molecular são concordantes para os isolados serotipáveis (Slotved et al., 2007). 
A técnica de hibridização reversa em linha (RLB) é uma técnica promissora que 
permite simultaneamente a detecção, identificação e tipagem de microrganismos, 
incluindo S. agalactiae (Kong et al., 2005). 
 
5.3.3.2. Electroforese de campo pulsado (PFGE, de Pulsed 
Field Gel Electrophoresis) 
A electroforese de campo pulsado permite analisar os perfis de restrição de DNA 
cromossomal (Tenover et al., 1995), possibilitando desta forma, inferir sobre a 
clonalidade e diversidade genética das estirpes estudadas. É utilizada para a tipagem e 
subtipagem de isolados bacterianos (Matushek et al., 1996; Rolland et al.,1999), 
estudos de prevalência de serótipos e investigação de surtos de infecção (Benson & 
Ferrieri, 2001). Esta metodologia implica a incorporação das células em discos de 
agarose, a sua lise in situ, assim como a digestão do DNA cromossomal com 
endonucleases de corte pouco frequente, originando menos de 30 fragmentos com 
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tamanhos compreendidos entre 20 e 600 Kpb (van Belkum et al., 2007). Os fragmentos 
de DNA são separados através da aplicação de uma corrente eléctrica, que mudará de 
direcção consoante o padrão definido. Desta forma é possível obter bandas discretas 
correspondentes aos fragmentos de restrição do DNA cromossomal. A proximidade 
genética dos isolados é obtida por comparação dos perfis de restrição obtidos (Tenover 
et al., 1995, van Belkum et al., 2007).  
Na Tabela 4 encontram-se os critérios de interpretação dos perfis da técnica de 
PFGE propostos por van Belbum e colegas (2007) para actualização dos critérios de 
interpretação propostos por Tenover e colaboradores (1995). 
 
Tabela 4: Critérios de interpretação dos perfis gerados por electroforese de campo 
pulsado, considerando o número de fragmentos de DNA diferentes 
N.º de fragmentos diferentes 
entre dois isolados 
Interpretação 
0 Isolados indistinguíveis 
1-4 Isolados do mesmo tipo com subtipos diferentes 
5-8 Provavelmente isolados diferentes* 
≥9 Isolados diferentes** 
* atribuído a provavelmente dois eventos mutacionais; ** atribuído a pelo menos três eventos 
mutacionais. van Belkum et al., 2007 
 
A técnica de PFGE constitui o método com maior poder discriminatório 
comparativamente aos métodos baseados em PCR (Benson & Ferrieri, 2001). Esta 
técnica tem sido referenciada como método padrão para estudos epidemiológicos 
(Chung et al., 2000), em particular em investigação de surtos de infecção (Tenover et 
al., 1995), sendo a sua principal limitação, o tempo requerido para a sua execução 
(Matushek et al., 1996), razão pela qual Benson e Ferrieri (2001) propuseram 
modificações à técnica de forma a permitir processar um maior número de isolados em 







5.3.4. Características do teste “ideal” para diagnóstico 
laboratorial de S. agalactiae 
Um número relevante de casos DNP ocorrem em crianças cujas mães 
apresentaram colonização ligeira ou resultado negativo no rastreio das 35-37 semanas 
de gestação, pelo que é necessário um teste rápido e sensível de aplicação intraparto, 
como os testes que têm por base reacções de PCR (El Helali et al., 2009).  
De acordo com um estudo de comparação de quatro técnicas, efectuado no 
Canadá, os autores consideram que o método de detecção de Ag de S. agalactiae é mais 
sensível que a cultura e mais fácil de executar, além de não ser um teste oneroso e ter 
aplicabilidade em qualquer centro obstétrico, razão que leva os autores a considerarem 
que o método de detecção de Ag deve substituir a cultura às 35-37 semanas de gestação 
(Rallu et al., 2006).  
A comercialização de um teste rápido para detecção de S. agalactiae permitirá 
rastrear grávidas que não tenham recebido cuidados de saúde durante a gravidez ou que 
não tenham efectuado qualquer cultura durante o tempo de gestação (Melin, 2011). 
Considerando a necessidade de enriquecimento prévio da amostra a rastrear outras 
limitações se impõe aos ensaios de PCR em tempo real, como por exemplo a 
necessidade de profissionais treinados e equipamento apropriado (El Helali et al., 
2009). A forma de ultrapassar estas limitações consiste no desenvolvimento de um teste 
de PCR fácil de executar e que permita obter resultados 24 horas por dia, 7 dias por 
semana (El Helali et al., 2009). Em 2006, FDA (Food and Drug Administration) 
aprovou o método Xpert
TM 
GBS (Cepheid), que consiste num teste de PCR em tempo 
real e que permite obter resultados em 30-75 minutos, sendo pouco laborioso e de 
simples execução (Melin, 2011). Este teste permite ainda detectar se a grávida está 
colonizada por S. agalactiae após início do trabalho de parto, apresentando uma 
sensibilidade de 98.5%, uma especificidade de 99.6% comparativamente ao gold 
standard e tem como alvo de amplificação a região adjacente à extremidade 3´do gene 
cfb (El Helali et al., 2009). O método de PCR em tempo real (Xpert) permite uma 
selecção exacta das grávidas para quimioprofilaxia intraparto (El Helali et al., 2009). 
Contudo existem factores a considerar, tais como a necessidade de obtenção de 
resultados pelo menos 4 horas antes do parto, para aplicação de quimioprofilaxia, os 
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custos associados ao equipamento de PCR em tempo real assim como o número 
necessário de pessoal treinado e disponível para situações de emergência. Poucos 
centros obstétricos podem proporcionar estes recursos e o isolamento em cultura 
continuará a ser necessário para a realização dos testes de susceptibilidade aos 
antibióticos (TSA) (Rallu et al., 2006). De acordo com Overman e colegas (2002), a 
técnica de Accuprobe (detecção de rRNA), após enriquecimento em meio Lim broth, é 
tão sensível como o gold standard para detecção de S. agalactiae em amostras 
anovaginais, apresentando ainda a vantagem de uma redução de 24 horas no tempo de 
resposta (Overman et al., 2002). 
O teste ideal para a detecção de colonização materna com S. agalactiae deverá 
ser sensível, rápido (de-Paris et al., 2011), rigoroso e orientado para a quimioprofilaxia 
(Honest et al. 2006), devendo apresentar uma sensibilidade mínima de 86% assim como 
uma baixa taxa de falsos negativos. Deverá ser económico e incluído nos exames 
solicitados no período do parto. Um curto tempo de resposta (Beitune et al., 2005), não 
excedendo 1 hora, permitá uma quimioprofilaxia atempada e orientada. Durantes as 
duas últimas décadas, foram desenvolvidos testes rápidos baseados em antigénios e 
hibridização, contudo, apesar da elevada especificidade apresentam uma baixa 
sensibilidade, podendo ocorrer falsos negativos (Melin, 2011; El Helali et al., 2009).  
 
6. Objectivos 
Caracterizar isolados de S. agalactiae resultantes de colonização dos tratos 
genitourinário e gastrointestinal da mulher grávida às 35-37 semanas de gestação, 
obtidos no período de 2007 a 2010 no Hospital Garcia de Orta (HGO), em Almada. 
 
6.1. Objectivos Específicos 
 Conhecer a prevalência de colonização da mulher grávida neste período; 
 Conhecer a prevalência de cada serótipo capsular na população estudada; 
 Identificar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos; 
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 Identificar os fenótipos e genótipos de resistência aos macrólidos; 
 Avaliar a evolução temporal dos serótipos capsulares e da resistência aos 
antimicrobianos; 
 Procurar associações entre o serótipo capsular, o fenótipo e o genótipo de 
resistência aos macrólidos; 
 Analisar a clonalidade dos isolados caracterizados neste período, 


















II-MATERIAIS E MÉTODOS 
 
1. POPULAÇÃO DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE 
Neste trabalho foram caracterizados 179 isolados de S. agalactiae provenientes 
de amostras de exsudados vaginais e/ou rectais de grávidas com idade gestacional 
compreendida entre as 35 e as 37 semanas e/ou urinas obtidas durante a gravidez. Os 
isolados de S. agalactiae foram obtidos no Hospital Garcia de Orta (HGO), Almada 
(Portugal), entre 2007 e 2010. A utilização do exsudado rectal no rastreio da 
colonização da grávida com S. agalactiae neste hospital teve início no decorrer do ano 
2007. 
Os 179 isolados foram seleccionados aleatoriamente em relação ao total de 
isolados (n=729) provenientes de amostras clínicas recebidas durante o período referido 
(2007 a 2010) no laboratório hospitalar, correspondendo a 24,6% do total. 
Na tabela 5 encontra-se discriminada a distribuição anual dos isolados por 
produto biológico. 
 
Tabela 5: Distribuição anual (2007-2010) dos isolados de Streptococcus agalactiae 
por produto biológico 
 Produto Biológico                     Ano 


















Ex. vaginal e ex. rectal 0 6 8 12 
Ex. vaginal e urina 0 1 1 0 
Duas urinas 0 3 0 0 
Duas urinas e ex. vaginal 1 0 0 0 












s Ex. vaginal 17 17 19 16 
Ex. rectal 0 9 7 3 




2. IDENTIFICAÇÃO DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE 
Os isolados de S. agalactiae caracterizados neste estudo foram isolados e 
identificados no HGO sendo posteriormente congelados em meio líquido tripticase soja 
com glicerol a 20% (Difco) e enviados para o Instituto de Higiene e Medicina Tropical 
(IHMT), onde foram conservados a -80ºC no mesmo meio (suplementado com 20% de 
glicerol). 
As amostras conservadas a -80ºC foram semeadas em meio de gelose Columbia 
suplementado com 5% de sangue de carneiro (COS) (bioMérieux ®, Marcy-l’Etoile, 
France) e incubadas 18-24 horas em aerobiose a 37ºC, para isolamento e observação das 
características das colónias. A partir de cultura pura, procedeu-se à confirmação da 
identificação pelo teste CAMP, à serotipagem e, no caso de existirem isolados não 
tipáveis foi ainda efectuada a pesquisa do Ag específico de grupo (serogrupagem) e 
genotipagem capsular, como se encontra descrito a seguir. 
Geralmente S. agalactiae manifesta-se em cultura em meio sólido com colónias 
pequenas esbranquiçadas rodeadas por um pequeno halo de β-hemólise (Levinson, 







Figura 1. Inóculo de Streptococcus agalactiae não hemolítico 
(A) e beta-hemolítico (B) em meio suplementado com 5% de 






2.1. Teste de CAMP 
O teste de CAMP (de “Christie Atkins Munch-Petersen”) (Costa, 2000) é 
considerado um teste presuntivo para a identificação de S. agalactiae e é efectuado na 
presença de uma estirpe de Staphylococcus aureus. Para a sua execução, numa placa de 
gelose Columbia suplementada com 5% de sangue de carneiro (COS) (bioMérieux ®, 
Marcy-l’Etoile, France) semeou-se em estria vertical, em todo o diâmetro da placa, com 
inóculo de uma estirpe de S. aureus. Perpendicularmente, efectuou-se uma estria com o 
inóculo da estirpe em estudo, sendo a incubação realizada a 37ºC durante 18 a 24 horas, 
em aerobiose. O teste de CAMP foi considerado positivo quando se observou uma 
hemólise com formato de seta na zona onde os inóculos das estirpes confluem (ver 
Figura 2), resultante do sinergismo entre o factor CAMP, de S. agalactiae, e uma β-







Figura 2. Teste de CAMP positivo para Streptococcus agalactiae 
(A) executado na presença de inóculo de Staphylococcus aureus 
(B) em meio suplementado com 5% de sangue de carneiro 
(Imagem obtida no âmbito deste trabalho) 
 
2.2. Serotipagem de Streptococcus agalactiae 
A classificação dos serótipos foi efectuada pela aplicação de um kit comercial 
(ESSUM GBS, Probiotics, Umeå, Sweden). Este kit permite identificar os serótipos Ia, 
Ib, II, III, IV, V, VI, VII e VIII mediante a utilização de células de Streptococcus do 
grupo G inactivadas e revestidas com anticorpos de coelho específicos para os 






Num cartão de reacção, colocou-se uma gota de cada um dos anti-soros e 
misturaram-se colónias do isolado de S. agalactiae a testar. Agitou-se durante 1 minuto, 
período ao fim do qual se observou a presença de aglutinação (reacção positiva) com 
um dos serótipos em estudo. 
Cada isolado de S. agalactiae foi testado com os anti-soros Ia, Ib, II, III, IV e V 
e, sempre que se verificou ausência de reacção com um destes serótipos, testaram-se os 
serótipos VI, VII e VIII. Contudo, quando não se verificou aglutinação com nenhum 
dos serótipos testados, os isolados foram considerados não tipáveis (NT) e procedeu-se 
à serogrupagem para confirmação da identificação da espécie. 
 
2.3. Serogrupagem de Streptococcus agalactiae 
Para confirmar que os isolados NT acima referidos pertenciam à espécie S. 
agalactiae foi efectuada grupagem utilizando o kit SLIDEX ® Strepto Plus B 
(BioMérieux ® SA, Marcy-l´Etoile, France). Este teste utiliza reagentes compostos por 
partículas de látex sensibilizadas com anticorpos contra o Ag específico do grupo B de 
S. agalactiae.  
O Ag específico de grupo do isolado NT em estudo, foi extraído através da 
adição de 3 a 5 colónias a 200 µl da enzima de extracção (fornecida pelo kit). Após 
agitação seguiu-se uma incubação de 10 minutos a 37ºC, finda a qual se misturou uma 
gota do anti-soro com uma gota do extrato da estirpe em estudo. Após uma agitação 
constante durante 2 minutos o resultado foi lido tendo-se considerado positivo sempre 












Figura 3. Teste de aglutinação para identificação do antigénio do 
grupo B de Lancefield. Reacção positiva para Streptococcus 




2.4. Genotipagem capsular de Streptococcus agalactiae 
A genotipagem capsular por PCR foi efectuada nos isolados classificados como 
NT pela serotipagem convencional e em alguns isolados com serótipo conhecido como 
forma de confirmação do serótipo. 
Esta metodologia baseia-se na amplificação por PCR de sequências alvo internas 
aos genes cps D-E-F, tendo sido utilizado para a sua detecção os seguintes primers: D1 
(forward) 5’ GTTGTTGATGCCGCAATAATC 3’ e F1 (reverse) 5’ 
CTACAGCGGCACCAGATGATA 3’. O tamanho do produto de PCR esperado está 
compreendido entre 1901 e 1911 pb (Florindo et al., 2010).  
Como controlo positivo foi utilizada uma estirpe previamente identificada no 
estudo como S. agalactiae, de serótipo capsular III e, como controlo negativo da 
reacção de PCR foi utilizada água milli-Q (Merck Millipore). As condições da reacção 










Tabela 6 – Condições de PCR para a detecção dos genes cpsD-E-F em 
Streptococcus agalactiae 
Reagente Cf V (µL) 
10X Tampão de reacção 1X 2.5 
10 mM dNTPs 0.2 mM 0.5 
Primer D1 (25 pmol/mL) 1pmol 1 
Primer F1 (25 pmol/mL) 1pmol 1 
4 U/ µL Bio-X-Act 0.06 U 0.375 
50 mM MgCl2 2.8 mM 1.4 
DNA - 1 col. 
Água destilada estéril - 17.725 
Cf= Concentração final; V= Volume pipetado; 1col.=1 colónia isolada em meio sólido 
suplementado com 5% de sangue de carneiro (bioMérieux ®, Marcy-l’Etoile, France); 
Bio-X-Act  (Bioline) – e dNTPs (Fermentas) 
 
A amplificação foi efectuada no termociclador (EppendorfMastercycler ® 
personal), com o seguinte pefil de amplificação: 95ºC (3min.), 51ºC (1min.), 35 ciclos 
[72ºC (2min. 25seg.), 95ºC (30seg.), 51ºC (30seg.)], 72ºC (10 min.). 
A visualização do produto de PCR foi efectuada por separação em electroforese 
em gel de agarose a 1.5% (Agarose Molecular Grade, Bioline) com uma concentração 
de brometo de etídeo 0.5 µg/ mL.O marcador de peso molecular utilizado foi 
HyperLadder II (Bioline). O gel foi submetido a uma corrente eléctrica de 100 V 
durante 60 minutos, sendo a imagem observada com o sistema GelDoc (BioRad). 
O produto de PCR foi purificado segundo as recomendações do kit (JETQUICK 
PCR Purification Spin Kit, Genomed, Löhne, Germany). Seguidamente foi efectuada 
uma reacção de PCR para cada um dos genes do locus cps D-E-F cujos produtos de 
PCR foram enviados ao laboratório de genética do Instituto Nacional de Saúde Dr. 
Ricardo Jorge (INSA), para sequenciação no equipamento ABI3700 Cappillary 
Sequencer (Applied BioSystems, Foster City, California, USA). 
Os primers utilizados foram, respectivamente, D1 (forward) 5’ 
GTTGTTGATGCCGCAATAATC 3’, E1 (forward) 5’ 
TCTTACGCTAAGTTTTCACG 3’ e F1 (reverse) 5’ 
CTACAGCGGCACCAGATGATA 3’.  
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Foi utilizado o reagente BigDye (V 1.1) Terminator Cycle Sequencing Ready 
Reaction (Applied Biosystems, Foster city, EUA) e a reacção foi efectuada de acordo 
com o seguinte programa: 95ºC (30 seg.), 25 ciclos [95ºC (10 seg.), 50ºC (5seg.), 60ºC 
(4 min.)]. As sequências foram posteriormente editadas e alinhadas para construção de 
árvores filogenéticas e, desta forma, obter o tipo capsular da estirpe em estudo. Para este 
processo foram utilizados os programas Chromas Lite (versão 2.01), EditSec (Versão 
9.1.0) e MegAlign (Versão 9.1.0).  
 
2.5. Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos – Método de difusão 
em disco 
Em todas as estirpes em estudo foi testada a susceptibilidade aos 
antimicrobianos por difusão em disco pelo método Kirby-Bauer conforme as normas 
internacionais do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2005), utilizando-
se os seguintes discos de antimicrobianos (e respectiva concentração): penicilina (10U), 
tetraciclina (30µg), vancomicina (30µg), ofloxacina (5µg), eritromicina (15µg) e 
clindamicina (2µg) (bioMérieux ®, Marcy-l’Etoile, France). 
Para realizar o antibiograma (de acordo com o método Kirby-Bauer referido) 
preparou-se uma suspensão bacteriana com concentração celular equivalente à da escala 
de 0.5 de Mcfarland e inocularam-se duas placas com Mueller-Hinton suplementado 
com 5% de sangue de carneiro (bioMérieux ®, Marcy-l’Etoile, France) seguindo-se a 
colocação dos discos e posterior incubação durante 20-24 horas a 37ºC numa atmosfera 
com 5% de CO2. O controlo de qualidade foi efectuado com a estirpe Streptococcus 
pneumoniae ATCC 49619 (CLSI, 2005). Os discos dos antibióticos foram colocados 
tendo em consideração o seguinte: (i) os discos de penicilina e tetraciclina foram 
colocados na mesma placa em posições diametralmente opostas devido a se antecipar a 
formação de halos grandes, por forma a reduzir a possibilidade de interferência; (ii) os 
discos de eritromicina e clindamicina foram colocados com apenas 12 mm de distância 
entre si, pretendendo-se assim avaliar a indução da resistência à clindamicina devido à 
presença de eritromicina. Quando existe indução observa-se um halo em forma de D 
(Seppälä et al., 1998). Este fenótipo designa-se iMLSB (inducible, Macrolide, 
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Lincosamide and Streptogramins B) (ver Figura 4). Quando existe apenas resistência à 
eritromicina, sem indução, o isolado em questão apresenta o fenótipo M (Macrolide), 
quando se verifica resistência à eritromicina e à clindamicina (resistência constitutiva), 
o isolado será classificado como tendo o fenótipo cMLSB (constitutive, Macrolide, 
Lincosamide and Streptogramins B). A interpretação do teste de sensibilidade aos 
antimicrobianos é efectuada com base na medição do halo de inibição resultante da 
acção do agente antimicrobiano. Os critérios aplicados neste estudo (CLSI, 2005) 
encontram-se esquematizados na tabela 7. 
 
Tabela 7: Critérios de interpretação do teste de susceptibilidade aos antibióticos 
para Streptococcus spp. (excepto Streptococcus pneumoniae) 
Antibióticos Grupo de 
Antibióticos 
Concentração do 
antibiótico no disco 
Diâmetro do halo (mm) 
R I S 
Penicilina Penicilinas 10U - - ≥24 
Vancomicina Glicopéptidos 30µg - - ≥17 
Eritromicina Macrólidos 15µg ≤15 16-20 ≥21 
Tetraciclina Tetraciclinas 30 µg ≤18 19-22 ≥23 
Ofloxacina Fluoroquinolonas 5 µg ≤12 13-15 ≥16 
Clindamicina Lincosamidas 2 µg ≤15 16-18 ≥19 













Nos isolados que apresentaram resistência intermédia à eritromicina, 
clindamicina e/ou tetraciclina foi efectuada a confirmação através da determinação da 
sua concentração inibitória mínima (CIM) pelo método de macrodiluição. 
 
2.6. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) – Método 
de macrodiluição 
Para os isolados que revelaram resistência intermédia à eritromicina, 
clindamicina e/ou tetraciclina, determinou-se a concentração inibitória mínima a esses 
antimicrobianos pelo método de macrodiluição, tendo por base as recomendações do 
CLSI (2005). 
Preparou-se uma suspensão bacteriana equivalente à escala de 0.5 de Mcfarland 
a partir de colónias propagadas em meio sólido suplementado com 5% de sangue de 
carneiro durante 18-24 horas a 37ºC. A cada tubo de ensaio com 10 mL de Mueller-
Hinton broth suplementado com 3% de sangue de cavalo lisado (bioMérieux ®, Marcy-
l’Etoile, France) foram adicionados 10 µL da suspensão bacteriana em estudo, obtendo-
se uma concentração final de 1.5x10
5
UFC/mL. As concentrações de eritromicina e 
clindamicina testadas foram 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1 e 2 µg/mL e para a tetraciclina foram 
de 1, 2, 4, 8 e 10 µg/mL. A incubação dos isolados com as respectivas diluições dos 
antibióticos foi efectuada a 37ºC pelo período de 20-24 horas. Seguidamente observou-
se a turvação das diferentes diluições e registou-se a CIM, sendo que esta corresponde à 
menor concentração mínima do agente antimicrobiano que inibe visivelmente o 
crescimento bacteriano em testes de susceptibilidade aos antimicrobianos (CLSI, 2005). 
Semeia-se cada diluição (em meio sólido suplementado com 5% de sangue de carneiro 
durante 18-24 horas a 37ºC) para confirmação da interpretação feita macroscopicamente 
assim como para excluir a possibilidade de contaminação. Como controlo negativo foi 
utilizado o meio de Mueller-Hinton broth suplementado com 3% de sangue de cavalo 
lisado (bioMérieux ®, Marcy-l’Etoile, France) e, como controlo positivo, e estirpe em 
estudo propagada no meio. O controlo de qualidade foi efectuado com a estirpe 
Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619. Na tabela 8 encontram-se os breakpoints 
para a clindamicina, eritromicina e tetraciclina para Streptococcus spp. (excepto 
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Streptococcus pneumoniae) para classificação dos isolados quanto ao seu perfil de 
susceptibilidade a estes antimicrobianos. 
 
Tabela 8 – Breakpoints para interpretação do teste de susceptibilidade aos 
antimicrobianos em Streptococcus spp. (excepto Streptococcus pneumoniae) pelo 
método de macrodiluição 
 
Antibiótico 
CIM (µg/ mL) 
Susceptível Resistência Intermédia Resistente 
Eritromicina ≤0.25 0.5 ≥1 
Clindamicina ≤0.25 0.5 ≥1 
Tetraciclina ≤2 4 ≥8 
Valores de acordo com CLSI (2005) 
 
Nos isolados de S. agalactiae que apresentaram resistência intermédia à 
eritromicina e susceptibilidade ou resistência intermédia à clindamicina, sem 
achatamento do halo de inibição da clindamicina em meio sólido, foi efectuado um teste 
para avaliação da indução da resistência à clindamicina em meio líquido, testando-se as 
concentrações de clindamicina acima mencionadas juntamente com uma concentração 
sub-inibitória de eritromicina de 0.1 µg/mL (Guimarães, 2008). A interpretação da CIM 
por macrodiluição, de acordo com os breakpoints recomendados (CLSI, 2005) está 

















Figura 5. Interpretação da Concentração Inibitória Mínima por macrodiluição e teste 
de indutibilidade de resistência à clindamicina num isolado de Streptococcus agalactiae 
(Imagem obtida no âmbito deste trabalho). 1)Contolo negativo; 2) Controlo positivo, 3) 
[E]=0.05µg/mL; 4) [E]=0.1µg/mL; 5) [E]=0.25µg/mL; 6) [E]=0.5µg/mL; 7) [E]=1µg/mL; 8) 
[E]=2µg/mL; 9) [E]=0.1µg/mL e [DA]=0.05µg/mL; 10) [E]=0.1µg/mL e [DA]=0.1µg/mL; 
11) [E]=0.1µg/mL e [DA]=0.25µg/mL; 12) [E]=0.1µg/mL e [DA]=0.5µg/mL; 13) 
[E]=0.1µg/mL e [DA]=1µg/mL; 14) [E]=0.1µg/mL e [DA]=2µg/mL. Os tubos 1, 10-14 
apresentaram-se límpidos após incubação de 20-24 horas a 37ºC, enquanto que os tubos 2 a 9 
apresentaram turvação, revelando crescimento bacteriano. Desta forma, o valor da CIM para 
este isolado foi: [E]: ≥2 µg/mL e para a clindamicina (na presença de uma concentração sub-
inibitória de eritromicina) foi de 0.1 µg/mL. Assim, este isolado apresentou resistência à 
eritromicina e não revelou resistência induzida à clindamicina (fenótipo M) 
 
2.7. Detecção dos genes de resistência aos macrólidos por PCR 
Os isolados que apresentaram resistência ou resistência intermédia aos 
macrólidos foram estudados por PCR para pesquisa dos genes erm(A) [erm(TR)], 
erm(B) e mef(A).  
Os primers utilizados para a detecção de cada um destes genes encontram-se 





1     2     3     4     5    6     7      8     9   10   11   12  13  14 
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Tabela 9 – Primers utilizados para detecção dos genes erm(A) [erm(TR)], erm(B) e 
mef(A) de resistência aos macrólidos 
Gene alvo Sequência dos Primers 
erm(A) [erm(TR)] 
1
 Forward – 5’ CCCGAAAAATACGCAAAATTTCAT 3’ 
Reverse – 5’ CCCTGTTTACCCATTTATAAACG 3’ 
erm(B) 
2
 Forward – 5’ GGAGTGATTACATGAACAAAAATA 3’ 
Reverse – 5’ TTCCTTTTAGTAACGTGTAACTTT 3’ 
mef(A) 
1
 Forward – 5’ GACCAAAAGCCACATTGTGGA 3’ 
Reverse – 5’ CCTCCTGTCTATAATCGCATG 3’ 
1
 Cresti et al., 2002;
 2 
Cascone et al., 2002. 
Assim, para cada um dos isolados foram efectuadas reacções de PCR (volume 
final de 25 µL) para detecção dos 3 genes, de acordo com as condições apresentadas na 
tabela 10. As condições de reacção para cada um dos genes foram adaptadas das 
descritas anteriormente (Cresti et al., 2002; Marchese et al., 1998; Pires et al.; 2005). 
 
Tabela 10 - Condições de PCR para a detecção dos genes de resistência aos 
macrólidos: erm(A) [erm(TR)], erm(B) e mef(A)  
 
Reagente 
erm(A) [erm(TR)]  erm(B)  mef(A)  
Cf V (µL) Cf V (µL) Cf V (µL) 
10 X Tampão de reacção 
10 mM dNTPs 
0.1 mM Primer Forward 
0.1 mM Primer Reverse 
5 U/ µL Biotaq polimerase 
50 mM MgCL2 
DNA 
Água destilada estéril 
1X 2.5 1X 2.5 1X 2.5 
200 µM 0.5 0.2 mM 0.5 0.2 mM 0.5 
1µM 0.25 1 µM 0.25 1 µM 0.25 
1µM 0.25 1 µM 0.25 1 µM 0.25 
1 U 0.1 2.5 U 0.25 1 U 0.1 
1.5 mM 0.75 2 mM 1 2.5 mM 1.25 
- 1col. - 1col. - 1 col. 
- 20.15 - 19.75 - 19.65 
Cf = Concentração final; V (µL) = Volume pipetado; 1col.=1 colónia isolada em meio sólido 
suplementado com 5% de sangue de carneiro (bioMérieux ®, Marcy-l’Etoile, France). Biotaq DNA 
Polimerase  (Bioline) – e dNTPs (Fermentas)  
 
A amplificação foi efectuada no termociclador (Eppendorf Mastercycler ® 
personal) com as condições de amplificação discriminadas na tabela 11. Como 
controlos positivos utilizaram-se estirpes de Streptococcus pyogenes que contêm os 
genes em estudo (Pires et al., 2005; Cresti et al., 2002; Guimarães, 2008; Rodrigues, 
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2009), o controlo negativo da reacção foi efectuado através da utilização de água Milli-
Q (Merck Millipore). 
 
Tabela 11 – Perfil de amplificação para a detecção dos genes de resistência aos 
macrólidos: erm(A) [erm(TR)], erm(B) e mef(A) 








95ºC (5min.); 40 ciclos[94ºC (30seg.), 48ºC 
(60seg.), 72ºC (30seg.)] 
590 pb S. pyogenes 
A200 
erm(B) 94ºC (5min.); 30 ciclos[94ºC (30seg.), 53ºC 
(30seg.), 72ºC (1min 30seg.)]; 72ºC (7min.) 
800 pb S. pyogenes 
19D79 
   
mef(A) 95ºC (5min.); 40 ciclos[94ºC (30seg.), 58ºC 
(60seg.), 72ºC (80seg.)] 
1432 pb S. pyogenes 
A177 
 
A visualização do produto de PCR foi efectuada por separação em electroforese 
em gel de agarose a 1,5% (Agarose Molecular Grade, Bioline) com uma concentração 
de brometo de etídeo 0.5 µg/ mL Os marcadores de peso molecular utilizados foram 
HyperLadder II (Bioline) ou HyperLadder IV (Bioline) conforme o tamanho do produto 
de PCR esperado. O gel foi submetido a uma corrente eléctrica de 100 V durante 60 
minutos, sendo a imagem observada com o sistema GelDoc (BioRad). 
 
2.8. Electroforese de campo pulsado (PFGE, de Pulsed Field Gel 
Electrophoresis) 
O método utilizado neste estudo foi adaptado do descrito por Chung e 
colaboradores (2000). A composição das soluções e tampões está referida na secção 
2.8.13 
Foram seleccionados para análise de padrões de PFGE os isolados recolhidos de 
amostras de uma mesma grávida assim como os isolados que apresentaram resistência à 
eritromicina e/ou clindamicina. 
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2.8.1. Propagação das culturas 
Amostras das culturas stock conservadas a -80ºC, foram semeadas em gelose 
Columbia enriquecida com 5% de sangue de Carneiro (bioMérieux®, Marcy-l’Etoile, 
France) e incubadas a 37ºC em atmosfera de aerobiose, durante um período de 18 a 24 
horas. Em seguida, colónias isoladas de cada estirpe foram inoculadas em 6 mL de 
Todd-Hewitt broth (Quilaban), seguindo-se nova incubação a 37ºC em aerobiose sem 
agitação, durante um período mínimo de 17 horas. 
 
2.8.2. Lavagem celular 
A suspensão celular obtida foi centrifugada a 4000 rpm durante 20 minutos em 
centrífuga refrigerada (Beckman, Model J2-21Centrifuge), à temperatura de 4ºC. O 
sobrenadante foi decantado e o sedimento ressuspendido em 1 mL de tampão PIV, 
seguindo-se nova centrifugação, também em centrifuga refrigerada, a 4000 rpm durante 
25 minutos. O sobrenadante foi decantado e o sedimento ressuspendido em 200 µL de 
tampão PIV. 
 
2.8.3. Ajuste da concentração celular 
Numa cuvette com 1 mL de tampão PIV adicionou-se 5µL da suspensão 
bacteriana e, após homogeneização, foi efectuada a leitura da absorvância a 
comprimento de onda (λ) de 620 nanómetros (nm) (Philips, PU 8600 series). Os valores 
das absorvâncias devem estar compreendidos entre 0,025 cm-1 e 0,15 cm-1. Para 
obtenção de uma densidade óptica final de 5.0, o ajuste da concentração celular foi 
efectuado através da adição de PIV com base na seguinte fórmula: 
 Volume de PIV (µL) = (DO620 X 40 X 210) – 210, em que: 
DO620= Densidade óptica da suspensão celular a um λ de 620 nm 
210 µL= Volume aproximado da suspensão bacteriana após ressuspensão do 
sedimento em 200 µL de PIV 
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40 = (200/5) sendo 200 o factor de diluição (5µL de suspensão em 1mL de PIV) 
e 5,0 a DO final da suspensão celular 
 
2.8.4. Preparação dos discos de agarose com o DNA 
Foram transferidos 150 µL de cada suspensão celular com a concentração 
celular desejada para um microtubo (tubo eppendorf) e incubaram-se 10 minutos a 42ºC 
em banho seco (AccublockTM Digital Dry Bath, Labnet International, Inc., 
Woodbridge, USA). A solução de agarose (Agarose Type VII, Low Gelling 
Temperature, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) foi preparada a 1,5% em tampão 
PIV, tendo sido mantida a 42ºC durante 10 minutos. Após este período misturaram-se 
150 µL da suspensão bacteriana com 150 µL da solução de agarose, e homogeneizou-se 
bem. Numa placa de vidro forrada com parafilm e pré-lavada com etanol a 70%, foram 
colocadas 10-12 gotas de 20 µL de cada mistura (de suspensão celular e solução de 
agarose), e as gotas foram cobertas com lâminas de vidro, também pré-lavadas com 
etanol a 70% ( ver Figura 6), de forma a ficarem achatadas com forma de disco. A placa 
com os discos foi colocada 5 minutos a -20ºC para que a agarose solidificasse bem, 







Figura 6. Preparação dos discos de agarose com o DNA para PFGE 





2.8.5. Lise celular 
Transferiu-se para um tubo Falcon (Sarstedt, Nümbrecht, Germany) de 15 mL, 1 
mL de solução de lise EC e colocaram-se os discos de agarose nesta solução. A lise 
celular ocorreu a 37ºC durante a noite. 
 
2.8.6. Desproteinização 
Removeu-se a solução de lise EC e adicionou-se 1 mL de solução ESP. Para que 
a desproteinização ocorra incubaram-se as amostras durante 17 horas a 50ºC. 
 
2.8.7. Lavagem dos discos de agarose com o DNA 
A solução de desproteinização foi removida e, seguidamente foram efectuadas 8 
lavagens com 12 mL de tampão TE 1X, durante 30 minutos cada, com agitação suave. 
A remoção do tampão TE 1X entre lavagens foi efectuada com recurso a gaze 
esterilizada. Os discos foram armazenados a 4ºC em tampão TE 1X. 
 
2.8.8. Restrição enzimática do DNA 
As endonucleases de restrição utilizadas foram a SmaI (Invitrogen Corporation) 
e o isosquisómero Cfr9I (Fermentas International Inc.). A sequência de reconhecimento 
de DNA e o local de restrição da endonuclease SmaI são 5’CCC↓GGG3’ e da 
endonuclease Cfr9I são 5’C↓CCGGG3’. A endonuclease Cfr9I foi usada para estudo 
dos isolados resistentes aos macrólidos de fenótipo M (Figueiredo et al., 2006) e a SmaI 
para os restantes isolados em estudo. 
 
2.8.8.1. Restrição com SmaI 
O disco de agarose com o DNA de cada isolado em estudo foi colocado num 
tubo eppendorf com 150µL de tampão pré-SmaI 1X e incubado durante 40 minutos à 
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TA, após os quais o tampão foi removido. Foram adicionados 50 µL do mesmo tampão 
e 20 U da endonuclease SmaI. A restrição ocorreu a 30ºC durante a noite (período 
mínimo de 17 horas). A paragem da restrição enzimática foi feita com uma mistura de 
TE 0.5X e EDTA 0.25M.  
 
2.8.8.2. Restrição com Cfr9I 
O disco de agarose com o DNA de cada isolado em estudo foi colocado num 
tubo eppendorf com 150 µL de tampão Cfr9I 1X e incubado durante 40 minutos à TA, 
após os quais o tampão foi removido. Posteriormente, adicionaram-se 50 µL do mesmo 
tampão e 3.75U da endonuclease Cfr9I, e a restrição ocorreu durante a noite (16 horas) 
a 37ºC. A restrição foi parada pela adição de uma mistura de tampão TE 0.5X e EDTA 
0.25M.  
 
2.8.9. Preparação do gel 
Adicionaram-se 2g de agarose SeaKem ® (Lonza Rockland, ME USA) a 200 
mL de tampão TBE 0.5% (BioRad) autoclavado. A mistura foi fervida no microondas e 
homogeneizada até se observar a dissolução da agarose. Deixou-se arrefecer a solução 
de agarose (aproximadamente até aos 50ºC) e encheu-se a moldura de montagem do gel. 
Guardou-se um pouco da solução de agarose a 50ºC para selagem dos poços após a 
colocação dos discos. Após a solidificação da agarose, adicionou-se o tampão de 
deposição com azul de bromofenol aos tubos eppendorfs que continham os discos, os 
quais foram colocados nos poços com o auxílio de uma lamela e de uma ansa. Em 
posições determinadas, em cada gel, foi incluído o marcador de peso molecular, 
Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs® Inc). 
 
2.8.10. Electroforese de campo pulsado 
A migração dos fragmentos de macrorestrição foi efectuada no equipamento 
CHEF-DRIII (BioRad) durante 23 horas com as seguintes condições: 
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Temperatura:11.3ºC, Tempo inicial do pulso 5 segundos, Tempo final do pulso 35 
segundos, Voltagem: 6V/cm, Ângulo: 120º- 
 
2.8.11. Coloração e visualização do gel 
Após electroforese o gel foi corado em 200 mL de água bidestilada com 10µL de 
brometo de etídio (solução stock a 10mg/ml, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) 
durante 30 minutos. Removeu-se a solução com brometo de etídio e adicionou-se 200 
mL de água bidestilada para descoloração do gel durante 40 minutos. O gel foi 
posteriormente visualizado no sistema GelDoc (BioRad). 
 
2.8.12. Elaboração de dendrogramas 
A análise dos perfis electroforéticos foi efectuada através da elaboração de 
dendrogramas, permitindo assim avaliar a diversidade genética e proximidade genética 
(clonalidade) existente entre os isolados em estudo. Os dendrogramas foram elaborados 
com o software BioNumerics (Software BioNumerics ®, Versão 6.5, Applied Maths), 
existente no Instituto de Ciência Aplicada e Tecnologia (ICAT). O método de 
agrupamento foi o UPGMA (Unweigthted pair group method with arithmetic average) 
e o coeficiente de semelhança utilizado foi o Dice. Para a construção dos dendrogramas 
foi definida uma optimização de 0 e uma tolerância de 1.5. Isolados cujos perfis de 
restrição revelem uma semelhança ≥80% foram considerados geneticamente 
relacionados, enquanto que, isolados que apresentem menos de 80% de semelhança 
entre os seus perfis de restrição foram considerados como geneticamente não 
relacionados (Pires et al., 2009). 
 
2.8.13. Preparação de soluções para PFGE  
Os tampões e soluções foram preparados de acordo com Chung e colaboradores 
(2000), excepto quando indicado de outra forma e foram autoclavados a 120ºC durante 
20 minutos e conservados à TA. 
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1M Tris pH 8.0 (1 Litro): Pesaram-se 121.1g de Trizma base (Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Germany) e adicionram-se 800mL de água destilada. Ajustou-se o pH a 8.0, através da adição de 
aproximadamente 42 mL de HCL. Perfez-se o volume com água destilada e autoclavou-se a solução. 
0.5M EDTA pH 8.0 (1 Litro): Pesaram-se 186.1g de EDTA (sal disódico) (Sigma-Aldrich, 
Steinheim, Germany) e adicionaram-se 800mL de água destilada. Agitou-se e ajustou-se o pH até 8.0 
através da adição de lentilhas de NaOH. Perfez-se o volume com água destilada e autoclavou-se a 
solução. 
PIV (500mL): 10mM Tris pH 8.0, 1.0M NaCl Adicionaram-se 5 mL de 1M de Tris a pH 8,0 e 
29,2 g de NaCl (Panreac Química SA, Barcelona, Espanha), perfez-se o volume até aos 500 mL com água 
destilada e autoclavou-se a solução. 
Solução EC (500mL) (Pires, R. et al. 2009): 6mM de Tris a pH 8,0, 1M de NaCl, 100 mM de 
EDTA a pH 8,0, 0,2% de desoxicolato de sódio (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), 0,5% de 
laurilsarcosina de sódio (USB® Corporation, Cleveland OH, USA) e 0,5% de Brij 58 (Sigma-Aldrich, 
Steinheim, Germany) Pipetaram-se 3 mL de 1M de Tris a pH 8,0, 29,2 g de NaCl, 100mL  de 0,5M de 
EDTA a pH 8,0, 1g de desoxicolato de sódio, 2,5g de laurilsarcosina de sódio e 2,5g de Brij 58 e perfez-
se o volume até 500 mL com água destilada. Autoclavou-se a solução.  
Solução de lise EC (Pires, R. et al. 2009): solução EC com 50µg/mL RNase, 1mg/mL de 
lisozima e 10U/µL de mutanolisina 
Solução ES: Para preparar 500 mL, pesaram-se 93,1 g de EDTA (sal dissódico) e dissolveram-se 
em 400 mL de água destilada. O pH foi ajustado a 9.0 com NaOH. Acrescentaram-se 5g de sarcosil 
(laurilsarcosina de sódio) e perfez-se o volume com água destilada. A solução foi posteriormente 
autoclavada. 
Solução de desproteinização ESP: solução ES com 1mg/mL de Proteinase K 
1M Tris pH 7.5 (1Litro):Dissolveram-se 121.1 gramas de Trizma base em 800 mL de água 
destilada. Ajustou-se o pH a 7.5 com HCL. Perfez-se o volume com água destilada e autoclavou-se a 
solução. 
TE 1X (1 Litro): 10mM de Tris a pH 7,5, 1mM de EDTA a pH 8,0 Pipetaram-se 10 mL de 1M 
de Tris a pH 7,5 e 2 mL de 0,5m de EDTA a pH 8,0 e perfez-se o volume com água destilada. A solução 







1. DESCRIÇÃO DA POPULAÇÃO DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE 
EM ESTUDO E PERCENTAGEM DE COLONIZAÇÃO 
No presente estudo foram caracterizados 179 isolados de S. agalactiae 
provenientes de exsudados vaginais e/ou rectais de mulheres grávidas entre as 35 e as 
37 semanas de gestação, assim como de amostras de urina colhidas durante a mesma 
gestação. As grávidas foram acompanhadas no Hospital Garcia de Orta, em Almada. 
Entre os 179 isolados, 100 foram isolados de exsudados vaginais, 47 de exsudados 
rectais e 32 de urinas. 
Foi possível observar a existência de conjuntos de isolados com as mesmas 
características fenotípicas e genotípicas, os quais são epidemiologicamente relacionados 
porque pertencem à mesma grávida e foram obtidos no decorrer da gravidez. Assim, os 
isolados provenientes da mesma grávida, que apresentaram o mesmo serótipo, o mesmo 
fenótipo e genótipo de resistência aos antimicrobianos estudados e que se revelaram 
indistinguíveis ou relacionados por comparação dos perfis de PFGE (com grau de 
semelhança mínimo de 80% (ver 2.8.12), foram contabilizados apenas como um só. 
Deste modo, dos 179 isolados iniciais, apenas 144 foram considerados para 
determinar a prevalência dos serótipos e da resistência aos antimicrobianos. A 
distribuição anual dos 144 isolados estudados foi a seguinte: 22 em 2007, 40 em 2008, 
44 em 2009 e 38 em 2010.  
Considerando a informação fornecida pelo HGO, relativamente aos isolados 
clínicos enviados para o IHMT, a percentagem de colonização vaginal da mulher 
grávida entre as 35-37 semanas de gestação, de 2007 a 2010, foi de 12%, podendo esta 
percentagem estar sub-avaliada. 
Após a propagação das estirpes congeladas em meio sólido suplementado com 
5% de sangue de carneiro procedeu-se à respectiva caracterização dos isolados. O teste 
de CAMP revelou-se positivo para todos os isolados. 
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2. DISTRIBUIÇÃO DOS SERÓTIPOS CAPSULARES DE 
STREPTOCOCCUS AGALACTIAE 
A todos os isolados (179 isolados) foi efectuada a determinação do serótipo 
capsular. Aos isolados que não apresentaram reacção positiva com nenhum dos anti-
soros específicos de tipo (5 isolados), foram considerados NT (2.8%). Estes foram 
submetidos a serogrupagem como forma de confirmar a identificação da espécie, tendo-
se verificado uma reacção positiva para todos os casos. Foi ainda efectuada 
genotipagem capsular através de sequenciação do locus cps D-E-F. A genotipagem 
capsular foi também efectuada a alguns isolados como forma de confirmação do seu 
serótipo. Os resultados obtidos encontram-se descritos na tabela 12. 
 






do locus cps D-E-F 
GO10146R Não Tipável Serótipo V 
GO10148R Serótipo Ib Serótipo Ib 
GO10147V Serótipo IV Serótipo Ib 
GO10125R Não tipável Serótipo IV 
GO8110V Serótipo IV Serótipo III 
GO10164U Não tipável Serótipo II 
GO8104R Serótipo III Serótipo III 
GO7184U Serótipo II Serótipo II 
GO7189U Serótipo Ia Serótipo Ia 
GO7191V Serótipo II Serótipo II 
GO10151V Não Tipável Serótipo V 
GO8085R Não Tipável Serótipo V 
 
Desta forma foi possível obter o serótipo capsular de cada isolado de S. 
agalactiae. Verificou-se que três dos cinco isolados considerados NT pela serotipagem 
por aglutinação, apresentam o serótipo V, enquanto que os outros dois isolados, um 
apresenta o serótipo II e outro apresenta serótipo IV. Relativamente aos restantes 
isolados, observou-se discrepância entre o serótipo obtido por aglutinação e o serótipo 
obtido através de técnicas de PCR e sequenciação do locus cps D-E-F em dois dos 
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isolados (GO10147V e GO8110V). Considerando os resultados obtidos pela 
genotipagem do locus cpsD-E-F, a distribuição dos serótipos capsulares dos isolados em 
estudo encontra-se na tabela 13. 
 
Tabela 13 - Distribuição dos serótipos capsulares de S. agalactiae entre 2007 e 2010 
Ano N.º de isolados por serótipo (%) 









































































A negrito encontra-se o serótipo mais prevalente por ano de estudo e na globalidade dos quatro anos. 
 
A evolução da prevalência (%) de cada serótipo entre 2007 e 2010, assim como 
a prevalência (%) de cada serótipo no total dos quatro anos de estudo, encontram-se 











O serótipo VI foi o serótipo menos detectado, tendo sido identificado em 
apenas um isolado de S. agalactiae, no ano 2010. O serótipo Ib, apresentou baixa 
prevalência (4.5% em 2007, 5% em 2008, 5.3% em 2010), com excepção do ano 
2009 em que foi detectado em 15.9% dos isolados. O serótipo II apresentou uma 
prevalência crescente (9.1% em 2007, 12.5% em 2008, 18.2% em 2009), chegando 
a atingir os 18.4% em 2010. Os serótipos Ia, III, IV e V foram os serótipos mais 
prevalentes. O serótipo Ia foi o serótipo dominante em todos os anos com excepção 
do ano 2008 (41% em 2007, 15% em 2008, 25% em 2009 e 23.7% em 2010) em 
que o serótipo mais prevalente foi o serótipo V (27.5% dos isolados). A prevalência 
do serótipo III oscilou entre 9.1% em 2009 e 22.5% em 2008. O serótipo IV foi 
identificado com frequência neste estudo, atingindo uma prevalência de 18.4% em 
2010, ano em que, juntamente com os serótipos II e V foi o segundo serótipo mais 







Figura 8 – Prevalência total (%) dos serótipos de S. agalactiae 
(2007 a 2010) 
 
Considerando os quatro anos na sua totalidade, o serótipo dominante foi o 
serótipo Ia (24.3%) seguido dos serótipos V (20.1%), IV (16%), II e III (15.3%), Ib 
(8.3%) e VI (0.7%). O conjunto dos serótipos Ia, II, III, IV e V representa 91% da 




3. RESISTÊNCIA DOS ISOLADOS DE STREPTOCOCCUS 
AGALACTIAE AOS ANTIMICROBIANOS 
Todos os isolados apresentaram susceptibilidade à penicilina, vancomicina e 
ofloxacina quando testados pelo método de Kirby-Bauer. Aos isolados que 
apresentaram resistência intermédia à eritromicina e/ou tetraciclina (15 isolados) foi 
efectuada a determinação da concentração inibitória mínima (CIM) para estes 
antibióticos, cujos resultados estão discriminados na tabela 14. Foi ainda avaliada a 
indutibilidade da resistência à clindamicina em isolados que apresentaram resistência 
intermédia à eritromicina e susceptibilidade à clindamicina e que não apresentaram 
fenótipo iMLSB de acordo com o método de difusão em disco.  
 
Tabela 14 – Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos isolados com resistência 





Medida do halo de inibição 
(mm) – Método Kirby-Bauer 
Concentração Inibitória 
Mínima  (µg/ mL) 
 
Fenótipo 
E DA TET E     E=0.1   
+ DA 
TET 
GO9001V 18mm:I 28mm:S 14mm:R ≥2:R 0.25:S - M+TET 
GO8093U 18mm:I 24mm:S 14mm:R ≥2:R 0.1:S - M+TET 
GO8104R 19mm:I 25mm:S 15mm:R 1:R - - iMLSB+TET 
GO8108U 25mm:S 23mm:S 20mm:I - - 4:I TET*** 
GO8109U 16mm:I 23mm:S 14mm:R 1:R - - iMLSB+TET 
GO8110V 19mm:I 23mm:S 16mm:R 1:R - - iMLSB+TET 
GO8113V 16mm:I 23mm:S 10mm:R ≥2:R - - iMLSB+TET 
GO8117V 25mm:S 23mm:S 20mm:I - - 4:I TET*** 
GO9015U 11mm:R 20mm:S 21mm:I - - 10:R iMLSB+TET 
GO9043R 16mm:I 25mm:S 14mm:R ≥2:R 0.25:S - M+TET 
GO9069R 18mm:I 19mm:S 15mm:R ≥2:R 0.25:S - M+TET 
GO10155V 18mm:I 24mm:S 13mm:R ≥2:R 0.25:S - M+TET 
GO10156R 18mm:I 25mm:S 14mm:R ≥2:R 0.25:S - M+TET 
GO10162V 16mm:I 24mm:S 13mm:R ≥2:R 0.1:S - M+TET 
GO10163R 16mm:I 24mm:S 12mm:R ≥2:R 0.1:S - M+TET 
E=Eritromicina; TET=Tetraciclina; DA=Clindamicina; E0.1+DA=Concentração mínima inibitória para a Clindamicina na 
presença de uma concentração sub-inibitória de eritromicina (0.1µg/mL); TET***=Isolados com resistência intermédia à 
tetraciclina, incluídos no grupo dos isolados resistentes a este antimicrobiano; R=Resistente; I= Resistência intermédia; S= 
Susceptível; M (Macrolide); iMLSB (inducible, Macrolide, Lincosamide and Streptogramins B); cMLSB (constitutive, 
Macrolide, Lincosamide and Streptogramins B) 
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Os isolados GO9001V, GO8093U, GO9043R, GO9069R, GO10155V, 
GO10156R, GO10162V, GO10163R com resistência intermédia à eritromicina e 
susceptibilidade à clindamicina, sem achatamento do halo de inibição da clindamicina 
pelo método de difusão em disco, revelaram-se resistentes à eritromicina pela 
determinação da CIM por macrodiluição. Por outro lado, o teste de indutibilidade da 
resistência à clindamicina, na presença de uma concentração subinibitória de 
eritromicina foi negativo em todos, uma vez que não se verificou resistência destes 
isolados à clindamicina, na presença da concentração sub-inibitória de eritromicina, 
confirmando desta forma o fenótipo M observado no teste de difusão em disco. Os 
isolados GO8104R, GO8109U, GO8110V, GO8113V com resistência intermédia à 
eritromicina e achatamento do halo de clindamicina (fenótipo iMLSB) pelo método de 
Kirby-Bauer revelaram resistência à eritromicina através da determinação da CIM. O 
isolado GO9015U com resistência intermédia à tetraciclina pelo método de difusão em 
disco, revelou resistência através da determinação da CIM por macrodiluição. Os 
isolados GO8108U e GO8117V apresentaram resistência intermédia à tetraciclina quer 
pelo método de Kirby-Bauer quer por determinação da CIM e foram agrupados 
juntamente com os isolados resistentes a este antimicrobiano. 
Com base nos resultados obtidos com o método de difusão em disco e 
determinação da CIM, a evolução da resistência aos antimicrobianos entre 2007 e 2010 
encontra-se discriminada na tabela 15 e, graficamente, na figura 9.  
 
Tabela 15 – Resistência dos isolados de S. agalactiae à eritromicina, clindamicina e 
tetraciclina entre 2007 e 2010 
Ano 
Nº de isolados resistentes (%) 
Tetraciclina    Clindamicina Eritromicina     
2007 20/22 (90.9) 0/22 (0) 0/22 (0) 
2008 34/40 (85)* 6/40 (15) 7/40 (17.5) 
2009 41/44 (93.1) 4/44 (9.1) 8/44 (18.2) 
2010 30/38 (78.9) 4/38 (10.5) 6/38 (15.8) 
Total (%) 125/144 (86.8) 14/144 (9.7) 21/144 (14.6) 














Figura 9 – Resistência dos isolados de S. agalactiae à eritromicina, clindamicina e 
tetraciclina (2007-2010). *Foram classificados como resistentes à tetraciclina os 
isolados que apresentaram resistência intermédia a este antibiótico quer pelo método 
de Kirby-Bauer quer pela determinação da concentração inibitória mínima por 
macrodiluição. No ano 2007 não foram identificados isolados resistentes à 
eritromicina e/ou clindamicina. 
 
 
No ano 2007, dos 22 isolados estudados, nenhum (0%) apresentou resistência à 
eritromicina e/ou clindamicina. Em 2008, a percentagem de resistência à eritromicina 
foi de 17.5%, permanecendo constante em 2009 (18.2%) e 2010 (15.8%). 
Relativamente à clindamicina, a percentagem de resistência variou entre 9.1 % (2009) e 
15% (2008). A percentagem de resistência à tetraciclina foi bastante elevada em todos 
os anos estudados chegando a alcançar os 93.1 % no ano 2009. 
 
Considerando o total dos quatro anos (2007-2010), verificou-se que 86.8% dos 
isolados são resistentes à tetraciclina, enquanto que a percentagem de isolados 
resistentes à eritromicina e à clindamicina foi de 14.6% e 9.7%, respectivamente (ver 
Figura 9). 
 
Aquando da realização do antibiograma pelo método de Kirby-Bauer, testou-se 
simultaneamente a indutibilidade da resistência à clindamicina, na presença de um 
macrólido (eritromicina) para discriminar entre o fenótipo M e o fenótipo iMLSB, não 
excluindo os casos em que os isolados apresentam resistência constitutiva aos 
macrólidos, lincosamidas e estreptograminas B (cMLSB). Na figura 10 é possível 
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Figura 10 – Prevalência (%) dos fenótipos de resistência aos macrólidos, 
lincosamidas e estreptograminas B, entre 2007 a 2010. M (Macrolide); iMLSB 
(inducible, Macrolide, Lincosamide and Streptogramins B); cMLSB (constitutive, 
Macrolide, Lincosamide and Streptogramins B) 
 
Tal como referido anteriormente, no ano 2007 não foram detectados isolados 
com resistência à eritromicina e/ou clindamicina. Relativamente aos outros anos, 
verificou-se que o fenótipo iMLSB foi o fenótipo dominante em 2008 (10%), enquanto 
que os fenótipos M e cMLSB predominaram nos anos 2009 (9.1%) e 2010 (10.5%), 
respectivamente. No ano 2010 não se detectaram isolados com fenótipo iMLSB. 
Contudo, na totalidade dos quatro anos não foi possível identificar um fenótipo 
dominante uma vez que a diferença entre os diversos fenótipos foi no máximo de 2 
isolados. 
A relação entre os serótipos capsulares e os fenótipos de resistência à 







Tabela 16 – Associação entre o serótipo capsular e os fenótipos de resistência à 
eritromicina, clindamicina e tetraciclina 
Fenótipo de 
resistência 
Nº isolados resistentes (%) por serótipo: 























































































































Ver legenda da Tabela 14. A negrito estão indicados os números e percentagens dos isolados de cada 
serótipo capsular de acordo com o fenótipo de resistência observado. 
 
Entre os isolados caracterizados, 22.9% são de serótipo Ia e têm resistência a 
pelo menos um dos antibióticos testados, sendo assim o serótipo com maior prevalência 
de isolados com resistência aos antimicrobianos. Embora os serótipos II, III, IV e V 
apresentem uma prevalência de resistência aos antibióticos menor do que o serótipo Ia, 
a percentagem de isolados com resistência a pelo menos um dos antibióticos foi 
superior a 10 % [II (13.9%), III (15.3%), IV (12.5%) e V (15.3%)]. Todos os isolados 
com fenótipo M e iMLSB revelaram também resistência à tetraciclina. O serótipo 
capsular mais prevalente entre os isolados de fenótipo M+TET foi o serótipo Ia, 
presente em seis dos sete isolados com este fenótipo. Os isolados com fenótipo 
iMLSB+TET apresentaram, com igual prevalência, os serótipos III e V, representando 
2.1% dos isolados cada um. Relativamente aos isolados com fenótipo cMLSB (2 
isolados), apresentaram serótipo capsular II (1.4%) e não possuem resistência à 
tetraciclina, enquanto que os isolados de fenótipo cMLSB+TET (6 isolados) foram 
igualmente distribuídos pelos serótipos Ib, III e V (1.4%). Os isolados que possuem 
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fenótipo TET pertencem predominantemente ao serótipo Ia (18.7% dos isolados) sendo 
menos prevalentes, os serótipos II (12.5%), III (11.8%), IV (11.8%), V (11.8%), Ib 
(6.2%) e VI (0.7%).  
A percentagem de isolados susceptíveis a todos os antibióticos foi de apenas 
11.8% (17/144), pelo que 88.2% (127/144) dos isolados apresentou resistência a pelo 
menos um dos antibióticos testados. 
Foram pesquisados os genes de resistência erm(A) [erm(TR)], erm(B) e mef(A), 
por PCR, em todos os isolados que se revelaram resistentes à eritromicina ou à 






Figura 11 – Gel de visualização dos produtos de PCR para os genes erm(A) [erm(TR)], erm(B) e 
mef(A) de resistência aos macrólidos. λ=marcador de peso molecular (HyperLadder II e IV 
(Bioline)). 1, 7 e 13=controlo negativo; 2=S. pyogenes A200 (controlo positivo); 3=isolado 
GO10155V; 4= isolado  GO9044R; 5= isolado GO9062V; 6= isolado GO9015U; 8=S. pyogenes 
19D79 (controlo positivo); 9= isolado GO10144V; 10= isolado GO9069R; 11= isolado GO9045V; 
12= isolado GO9041R; 14= isolado S.pyogenes 1A77 (controlo positivo); 15= isolado GO10144V; 
16= isolado GO9069R; 17= isolado GO9045V. Os isolados GO9062V e GO9015U têm o gene 
erm(A) [erm(TR)]. Os isolados GO10144V e GO9041R possuem o gene erm(B) e os isolados 
GO9069R e GO9045V têm o gene mef(A). 
 
Na tabela 17 encontra-se a associação entre serótipo capsular, fenótipo de 
resistência aos antimicrobianos e o genótipo de resistência aos macrólidos. 
 
 
 1   λ   2   3   4   5   6  λ   7    8   9   10 11 12  λ  13  14  15  16  17  







Tabela 17 – Associação entre serótipo capsular, fenótipo e genótipo de resistência 











GO8093 2008 Ia M+TET mef(A) 
GO8091 2008 III cMLSB+TET erm(B) 
GO8085 2008 V cMLSB+TET erm(B) 
GO8056/GO8109 2008 III iMLSB+TET erm(A) [erm(TR)] 
GO8104 2008 III iMLSB+TET erm(A) [erm(TR)] 
GO8110 2008 III iMLSB+TET erm(A) [erm(TR)] 
GO8113 2008 V iMLSB+TET erm(A) [erm(TR)] 
GO9043 2009 Ia M+TET mef(A) 
GO9044/GO9045 2009 Ia M+TET mef(A) 
GO9069 2009 Ia M+TET mef(A) 
GO9001 2009 IV M+TET mef(A) 
GO9040/GO9041 2009 Ib cMLSB+TET erm(B) 
GO9027 2009 III cMLSB+TET erm(B) 
GO9015 2009 V iMLSB+TET erm(A) [erm(TR)] 
GO9062 2009 V iMLSB+TET erm(A) [erm(TR)] 
GO10155/GO10156 2010 Ia M+TET mef(A) 
GO10162/GO10163 2010 Ia M+TET mef(A) 
GO10145 2010 Ib cMLSB+TET erm(B) 
GO10144 2010 II cMLSB erm(B) 
GO10152 2010 II cMLSB erm(B) 
GO10146/GO10151 2010 V cMLSB+TET erm(B) 
Ver legenda da Tabela 14. 
A única associação que parece existir, considerando os isolados estudados, é 
entre os isolados de fenótipo M que apresentam o serótipo capsular Ia e têm o gene 
mef(A). Relativamente aos outros fenótipos, apenas foi possível verificar que os 
isolados com fenótipo cMLSB possuem o gene erm(B) e que o gene erm(A) [erm(TR)] 
está presente nos isolados de fenótipo iMLSB. Todos os isolados que revelaram 






4. CLONALIDADE DOS ISOLADOS DE STREPTOCOCCUS 
AGALACTIAE 
Para análise dos perfis de macrorestrição com SmaI ou com o isosquisómero, 
Cfr9I, foram seleccionados os isolados recolhidos de amostras de uma mesma grávida e 
os isolados com resistência à eritromicina e/ou clindamicina. Assim, dos 179 isolados 
caracterizados, 86 (48%) foram analisados por PFGE. 
A análise dos perfis de PFGE foi efectuada com recurso ao software 
BioNumerics ® (Versão 6.5), utilizando uma optimização de 0% e uma tolerância de 
1.5%. Foi estabelecido um cut-off de semelhança de 80%, em que os isolados com 
perfis de PFGE com uma semelhança igual ou superior a 80% foram considerados 
geneticamente relacionados, enquanto que os isolados que apresentaram menos de 80% 
de semelhança entre os seus perfis de restrição foram considerados como geneticamente 
não relacionados (Pires et al., 2009). Isolados com 100% de semelhança entre os perfis 








Figura 12 – Gel de visualização dos perfis de PFGE de S. agalactiae. λ = 
marcador de peso molecular (Lambda Ladder PFG Marker (New England 
BioLabs® Inc)). 1= isolado GO8078V;2= isolado GO8079R; 3= isolado 
GO9037R; 4= isolado GO9039V; 5= isolado GO9008V; 6= isolado GO9009V. 
Os isolados GO8078V (poço 1) e GO8079R (poço 2) pertencem à mesma 
grávida e apresentam padrões de PFGE indistinguíveis. Os isolados GO9037R 
(poço 3) e GO9039V (poço 4) pertencem à mesma grávida e apresentam perfis 
de restrição geneticamente relacionados, enquanto que os isolados GO9008V 
(poço 5) e GO9009V (poço 6) pertencem a grávidas diferentes e os seus perfis 
de PFGE foram classificados como não relacionados (≥5 bandas de diferença). 
Exemplos de dendrogramas estão incluídos na pág. 76 e 77) 




Os 86 isolados caracterizados por PFGE foram agrupados em 27 clusters (grupo 
de isolados com semelhança genética mínima de 80%), numerados de 1 a 27 com pelo 
menos dois isolados cada um. Verificou-se a existência de 18 clusters de dois isolados, 
4 de três isolados, 3 de quatro isolados e dois clusters maiores, compostos por 8 e 11 
isolados, 7 dos isolados não foram agrupados. Entre os 86 isolados, observaram-se 50 
perfis de PFGE diferentes, isto é, que apresentam pelo menos uma banda diferente (ver 
Tabela 18 e anexo I). 
 














1 11 6 10 2 1 19 2 1 
2 4 2 11 2 1 20 2 1 
3 4 2 12 2 1 21 8 5 
4 3 2 13 2 2 22 2 1 
5 3 2 14 2 1 23 2 1 
6 2 1 15 2 1 24 3 2 
7 2 1 16 2 1 25 2 1 
8 2 1 17 4 1 26 2 1 
9 2 1 18 2 1 27 3 1 
 
Verificou-se que dos 18 clusters de dois isolados, 17 correspondem apenas a um 
perfil de PFGE, o que significa que a semelhança existente entre os isolados incluídos 
em cada um desses clusters foi de 100%. O cluster 13 foi a excepção, visto que os dois 
isolados que o constituem correspondem a dois perfis de restrição diferentes, contudo, 
relacionados entre si. Os dois isolados que pertencem a cada um dos 18 clusters 
pertencem à mesma grávida, estando assim não só relacionados geneticamente mas 
também epidemiologicamente. A grande maioria dos restantes isolados pertencentes à 
mesma grávida também foram classificados como geneticamente relacionados, 
apresentando quase sempre perfis de restrição indistinguíveis. As excepções foram a 
tripla de isolados GO7184U, GO7191V e GO7189U, em que os isolados GO7184U e 
GO7191V com serótipo II, resistentes à tetraciclina e perfis de PFGE indistinguíveis 
que foram agrupados no cluster 8, enquanto que o isolado GO7189U, pertencente à 
mesma grávida, de serótipo capsular Ia e resistência à tetraciclina, foi considerado não 
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relacionado geneticamente com os isolados anteriores. Salientamos que os isolados 
GO7191V (exsudado vaginal) e GO7189U (urina) tinham a mesma data de isolamento 
no HGO, contudo apresentaram serótipos capsulares e perfis de PFGE diferentes, o que 
sugere que a grávida em questão estaria colonizada com duas estirpes de S. agalactiae 
de dois serótipos diferentes.  
Outra excepção foram os isolados GO10125R (exsudado rectal) e GO10126V 
(exsudado vaginal) pertencentes a uma mesma grávida que apresentaram serótipos 
capsulares, perfis de susceptibilidade aos antibiótidos e perfis de PFGE diferentes, tendo 
sido considerados não relacionados geneticamente. Estes isolados com a mesma data de 
isolamento no HGO, sugerem que a grávida também poderia estar colonizada por duas 
estirpes de S. agalactiae, uma de serótipo capsular IV e sem resistência aos antibióticos 
testados (GO10125R) e outra de serótipo capsular V com resistência à tetraciclina 
(GO10126V). 
Observou-se a existência de dois clusters maioritários, um de 11 isolados e outro 
de 8 isolados, dos quais resultaram 6 e 5 perfis de restrição diferentes, respectivamente. 
O cluster 17, constituído por 4 isolados, apresentou um único perfil de PFGE, existindo 
100% de semelhança genética entre os quatro isolados. 
Na tabela 19 encontra-se discriminada a prevalência de cada serótipo, fenótipo e 
genótipo de resistência e ano de isolamento por cada um dos clusters. 
 
Tabela 19 – Análise dos clusters de PFGE no período de 2007 a 2010 
Cluster Serótipo                   
(nº isolados) 
Fenótipo de Resistência   
(nº isolados) 
Genótipo de 
Resistência   
(nº isolados) 
Ano de 
isolamento         
(nº isolados) 
1 Ia (10), IV (1) TET (5), M+TET (6) mef (A) (6) 2008 (4), 2009 (5), 
2010 (2) 
2 Ia (4) TET (4) ND 2009 (2), 2010 (2) 
3 Ia (2), IV (2) TET (4) ND 2008 (2), 2010 (2) 
4 Ia (2), II (1) TET (2), cMLSB (1) erm (B) (1) 2009 (2), 2010 (1) 
5 III (1), IV (1), 
Ia (1) 
iMLSB+TET (2), M+TET 
(1) 
erm (A) (2), 
mef (A) (1) 
2008 (2), 2009 (1) 
6 II (2) TET (2) ND 2010 (2) 
7 II (2) TET (2) ND 2009 (2) 
8 II (2) TET (2) ND 2007 (2) 
9 III (2) TET (2) ND 2010 (2) 
10 IV (2) SR (2) ND 2010 (2) 
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Tabela 19 – Análise dos clusters de PFGE no período de 2007 a 2010 (continuação) 
Cluster Serótipo                   
(nº isolados) 
Fenótipo de Resistência   
(nº isolados) 
Genótipo de 
Resistência   
(nº isolados) 
Ano de 
isolamento         
(nº isolados) 
11 Ia (2) M+TET (2) mef (A) (2) 2010 (2) 
12 Ia (2) TET (2) ND 2008 (2) 
13 V (2) SR (2) ND 2009 (2) 
14 V (2) TET (2) ND  2008 (2) 
15 III (2) iMLSB+TET (2) erm (A) (2) 2008 (2) 
16 Ib (2) TET (2) ND 2010 (2) 
17 Ib (4) TET (4) ND 2008 (4) 
18 II (2) TET (2) ND 2009 (2) 
19 V (2) SR (2) ND 2008 (2) 
20 II (2) TET (2) ND 2008 (2) 
21 V (4), Ib (4) cMLSB+ TET (3), 
iMLSB+TET (1), TET (4) 
erm (A) (1), 
erm (B) (3) 
2008 (1), 2009 (5), 
2010 (2) 
22 V (1), Ib (1) cMLSB+ TET (1), 
iMLSB+TET (1) 
erm (A) (1), 
erm (B) (1) 
2009 (1), 2010 (1) 
23 V (2) SR (2) ND 2008 (2) 
24 V (3) cMLSB+ TET (2), TET (1) erm (B) (2) 2010 (3) 
25 V (2) TET (2) ND 2008 (2) 
26 Ia (2) TET (2) ND 2010 (2) 
27 V (3) TET (3) ND 2009 (3) 
Ver legenda Tabela 14. ND=Não determinado; SR=Sem resistência 
Em 19 dos 27 clusters, os isolados apresentaram apenas um serótipo capsular 
assim como um único fenótipo e genótipo de resistência aos macrólidos. O cluster 
maioritário (11 isolados), cluster 1, apresentou uma prevalência de isolados de serótipo 
Ia. O cluster 21 (8 isolados) foi constituído pelo mesmo número de isolados de serótipo 
Ib e V. No cluster 2 dominou o serótipo capsular Ia, o qual foi detectado nos 4 isolados 
do grupo. O outro cluster (cluster 17) com mais de 3 isolados, apresentou como único 
serótipo capsular, o serótipo Ib. Os isolados que não apresentaram resistência a nenhum 
dos antibióticos encontram-se dispersos pelos clusters 10, 13, 19 e 23. O fenótipo M de 
resistência aos macrólidos foi detectado em isolados pertencentes aos clusters 1, 5 e 11 
enquanto que o fenótipo iMLSB foi identificado em isolados dos clusters 5, 15, 21 e 22. 
O fenótipo cMLSB está presente nos clusters 4, 21, 22 e 24. Considerando o ano de 
isolamento dos isolados, verifica-se que isolados do mesmo ano encontram-se dispersos 
por diversos clusters. 
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Acedendo à base de dados (existente no software BioNumerics existente no 
Instituto de Ciência Aplicada e Tecnologia (ICAT)) com imagens de perfis de PFGE de 
outros isolados de S. agalactiae de origem humana, associados à colonização da mulher 
grávida, foi possível gerar dendrogramas com os isolados que foram obtidos no HGO 
nos anos de 2004 a 2006 (Guimarães, 2008). Desta forma foi possível verificar a 
diversidade de perfis de PFGE entre 2004 e 2010 (ver Figura 13).  
 
Figura 13 – Diversidade de perfis de macrorestrição de S. agalactiae entre 2004 e 2010. As 
endonucleases utilizadas foram SmaI ou o isósquisómero Cfr9I. 
 
Verifica-se que o número de clusters (isolados agrupados com uma semelhança 
mínima de 80% entre perfis de macrorestrição) foi mais elevado no período de 2008 a 
2010 (oscilando entre 8 e 11 clusters) comparativamente ao período de 2004 a 2006 (4 a 
10 clusters). Em 2007, só foram caracterizados por PFGE três isolados o que pode 
justificar a existência apenas de um cluster e dois perfis de macrorestrição diferentes. 
Observou-se também que o número de isolados não agrupados em clusters foi maior 
nos anos de 2005 e 2006, sendo esse número inferior a 5 nos restantes anos. 
Considerando o número de perfis diferentes (perfis de macrorestrição com pelo menos 
uma banda de diferença) entre os isolados caracterizados em cada ano, observou-se em 
2004 um número mais elevado (24) que nos anos seguintes (excepto 2007) em que o 
número de perfis diferentes não oscilou muito, estando compreendido entre 15 e 20 
perfis de macrorestrição diferentes entre si. Desta forma, a diversidade de perfis foi 
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mais elevada em 2004 e permaneceu constante (15 a 20 perfis distintos) nos períodos de 
2005 a 2006 e 2008 a 2010.  
Para avaliar a diversidade dos isolados durante o período de 2004 a 2010 foi 
criado um dendrograma com todos os isolados caracterizados por PFGE resultantes de 
colonização de mulheres grávidas seguidas no Hospital Garcia de Orta. Observaram-se 
109 perfis de restrição diferentes entre os 155 isolados caracterizados por PFGE e 15 
dos isolados não foram agrupados em clusters. Os restantes isolados foram agrupados 
em 45 clusters, numerados de 1 a 45 (ver tabelas 20 e 21 e anexo II). 
 













1 4 4 16 6 3 31 5 2 
2 2 1 17 6 3 32 2 1 
3 2 1 18 2 2 33 2 1 
4 3 2 19 4 3 34 2 1 
5 2 1 20 5 4 35 2 1 
6 2 1 21 4 2 36 3 2 
7 2 2 22 3 2 37 2 1 
8 3 2 23 3 3 38 2 2 
9 4 3 24 2 1 39 9 6 
10 3 3 25 4 3 40 2 2 
11 3 2 26 4 3 41 3 2 
12 2 1 27 3 3 42 2 1 
13 2 2 28 2 2 43 2 1 
14 2 1 29 2 2 44 2 1 
15 9 6 30 2 1 45 3 1 
 
Assim, os isolados de S. agalactiae foram agrupados em 23 clusters de dois 
isolados, 10 de três isolados, 6 de quatro isolados, 2 de cinco isolados, 2 de seis e 2 de 
nove isolados. Nos clusters 2, 3, 5, 6, 12, 14, 24, 30, 32, 33, 34, 35, 37, 42, 43, 44, 45 
observou-se um único perfil de restrição pelo que a semelhança genética entre os perfis 
dos isolados incluídos em cada um desses clusters é de 100%. Os clusters com maior 
diversidade de perfis foram o 15 e o 39, onde entre os 9 isolados que constituem cada 
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um dos grupos, existem 6 perfis de macrorestrição diferentes. Nos grupos 1, 10, 13, 18, 
23, 27, 28, 29, 38 e 40 o número de isolados correspondem ao número de perfis de 
restrição diferentes. 
 
Tabela 21- Análise dos clusters de PFGE no período de 2004 a 2010 
Cluster Serótipo                             
(nº isolados) 
Fenótipo de Resistência   
(nº isolados) 
Ano de isolamento         
(nº isolados) 
1 Ia (3), IV (1) TET (4) 2005 (2), 2006 (2) 
2 II (2) TET (2) 2007 (2) 
3 II (2) TET (2) 2008 (2) 
4 V (1), NT (1), IV (1) TET (2), cMLSB+TET (1) 2006 (3) 
5 V (2) TET (2) 2006 (2) 
6 V (2) SR (2) 2008 (2) 
7 III (2) TET (2) 2005 (1), 2006 (1) 
8 III (3) TET (3) 2005 (1), 2006 (2) 
9 III (4) TET (4) 2004 (2), 2010 (2) 
10 III (3) TET (3) 2004 (2), 2006 (1) 
11 III (3) TET (2), cMLSB+TET (1) 2004 (2), 2008 (1) 
12 IV (2) SR (2) 2010 (2) 
13 V (1), NT (1) TET (2) 2004 (2) 
14 NT (1), III (1) TET (1) 2004 (2) 
15 Ia (8), IV (1) TET (6), M+TET (3) 2004 (3), 2008 (4), 2009 (2) 
16 Ia (6) TET (6) 2005 (1), 2006 (1), 2009 (4) 
17 Ia (4), IV (2) TET (5), M+TET (1) 2004 (1), 2008 (2), 2010 (3) 
18 Ia (2) TET (1), M+TET (1) 2005 (1), 2009 (1) 
19 Ia (2), IV (2) TET (4) 2004 (2), 2010 (2) 
20 NT (1), IV (1), III (2), 
Ia (1) 
TET (3), M+TET (2) 2005 (3), 2009 (2) 
21 III (1), NT (1), IV (1), 
II (1) 
TET (2), iMLSB+TET (2) 2004 (1), 2005 (2), 2008 (1) 
22 Ia (2), II (1) TET (2), cMLSB (1) 2009 (2), 2010 (1) 
23 III (1), Ia (1), II (1) TET (3) 2004 (2), 2005 (1) 
24 II (2) TET (2) 2010 (2) 
25 II (4) TET (4) 2005 (1), 2006 (1), 2009 (2) 
26 II (3), NT (1) TET (4) 2004 (2) 
27 III (3) iMLSB+TET (2), 
cMLSB+TET (1) 
2006 (1), 2008 (1), 2009 (1) 
28 V (2) SR (2) 2009 (2) 




Tabela 21- Análise dos clusters de PFGE no período de 2004 a 2010 
(continuação) 
Cluster Serótipo                             
(nº isolados) 
Fenótipo de Resistência   
(nº isolados) 
Ano de isolamento         
(nº isolados) 
30 Ib (2) TET (2) 2010 (2) 
31 Ib (4), NT (1) TET (5) 2004 (1), 2008 (4) 
32 V (2) TET (2) 2008 (2) 
33 IV (2) TET (2) 2004 (2) 
34 III (2) iMLSB+TET (2) 2008 (2) 
35 II (2) TET (2) 2009 (2) 
36 Ia (2), III (1) M+TET (2), iMLSB+TET (1) 2005 (1), 2010 (2) 
37 Ia (2) TET (2) 2008 (2) 
38 Ia (1), III (1) TET (2) 2004 (2) 
39 Ib (4), V (5) TET (4), cMLSB+TET (4), 
iMLSB+TET (1) 
2005 (1), 2008 (1), 2009 (5), 
2010 (2) 
40 V (1), Ib (1) iMLSB+TET (1), 
cMLSB+TET (1) 
2009 (1), 2010 (1) 
41 V (3) cMLSB+TET (2), TET (1) 2010 (3) 
42 V (2) TET (2) 2008 (2) 
43 V (2) SR (2) 2008 (2) 
44 Ia (2) TET (2) 2010 (2) 
45 V (3) TET (3) 2009 (3) 
Ver Fig.9. SR=Sem resistência. TET= resistência à tetraciclina. Os isolados considerados NT pertencem a 
2004-2006 
 
Os clusters maioritários foram constituídos por 9 isolados (clusters 15 e 39). No 
cluster 15 domina o serótipo Ia, estando presente em 8 dos 9 isolados. Neste grupo 
observou-se a presença de isolados de 2004 (três isolados), 2008 (quatro isolados) e 
2009 (dois isolados) e que três desses isolados apresentam fenótipo de resistência 
M+TET (resistência à eritromicina e tetraciclina), enquanto que os restantes isolados 
apresentaram apenas resistência à tetraciclina. No cluster 39 (constituído por quatro 
isolados de serótipo capsular Ib e cinco de serótipo V). A resistência aos 
antimicrobianos em isolados deste cluster não é uniforme, existindo quatro isolados de 
fenótipo cMLSB+TET, quatro isolados que possuem apenas resistência à tetraciclina e 
um isolado de fenótipo iMLSB+TET. Os isolados deste cluster pertencem aos anos 2005 
(um isolado), 2008 (um), 2009 (cinco) e 2010 (dois). O cluster 16, composto por seis 
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isolados de serótipo Ia resistentes apenas à tetraciclina. Estes isolados foram obtidos em 
2005 (um isolado), 2006 (um) e 2009 (quatro).  
Verificou-se 100% de semelhança entre os isolados GO138 de 2005, GO355 de 
2006 e o isolado GO9063V do ano 2009, todos com serótipo capsular Ia e resistência à 
tetraciclina. No mesmo cluster (cluster 16) onde foram agrupados os isolados GO138, 
GO355 e GO9063V, observou-se que os restantes isolados também apresentaram o 
mesmo serótipo capsular e fenótipo de resistência aos antimicrobianos. Os clusters 7, 8, 
9 e 10 foram constituídos apenas por isolados de serótipo capsular III com resistência 
apenas à tetraciclina. Como é possível verificar, a dispersão de cada serótipo pelos 
diversos clusters é grande, assim como a resistência aos antimicrobianos.  
Os isolados que se revelaram susceptíveis a todos os antimicrobianos testados 
encontram-se dispersos pelos clusters 6, 12, 28 e 43. Os isolados que apresentaram 
resistência à eritromicina (fenótipo M) encontram-se dispersos pelos clusters 15, 17, 18, 
20 e 36 enquanto que os isolados que apresentam resistência constitutiva à eritromicina 
e clindamicina (fenótipo cMLSB) estão presentes nos grupos 4, 11, 22, 27, 39, 40 e 41. 
Os isolados de fenótipo iMLSB encontram-se nos grupos 21, 27, 34, 36, 39 e 40. 
Observou-se que isolados do mesmo ano se encontram dispersos por vários clusters.  
Foram gerados dendrogramas com os isolados que apresentaram resistência à 
eritromicina e/ou clindamicina no período de 2004 a 2006 (ver Figura 14). Os perfis 
destes isolados, seleccionados no âmbito deste trabalho estão também incluídos na base 
de dados de S. agalactiae existente no ICAT, tendo sido caracterizados por Guimarães 
(2008). O dendrograma com os isolados resistentes à eritromicina nos anos 2007-2010 
encontra-se na figura 15. 
Figura 14 – Dendrograma representativo de isolados de S. agalactiae resistentes à eritromicina e/ou 




Considerando apenas os isolados presentes na base de dados, no ano 2004 não 
foram detectados isolados com resistência à eritromicina e/ou clindamicina e, no 
período de 2005 a 2006 a resistência à eritromicina não foi considerada associada a 
mecanismos de efluxo uma vez que não foi detectado o fenótipo M entre os isolados 
que foram caracterizados nesse período (Guimarães, 2008). A semelhança entre os 
perfis de restrição desses isolados é inferior a 80%, razão pela qual não existem isolados 
agrupados em clusters. 
 
Figura 15 – Dendrograma representativo de isolados de S. agalactiae resistentes à eritromicina e/ou 
clindamicina recolhidos no período de 2007 a 2010, no HGO. 
 
Entre os isolados caracterizados em 2007 não se observou resistência à 
eritromicina e/ou clindamicina. No período de 2008 a 2010, verificou-se que os isolados 
resistentes a estes antimicrobianos foram agrupados em sete clusters, um de seis 
isolados, um de quatro, um de três e quatro de dois, sendo que três dos clusters de dois, 
são constuídos por isolados com perfis de restrição com 100% de semelhança (clusters 
3,4 e 7) e com o mesmo fenótipo de resistência. Os isolados destes grupos estão 
relacionados geneticamente e epidemiologicamente. O isolado GO9001V apresenta 



























grávida), tendo-se observado também uma semelhança de 100% entre os isolados 
GO8104R e GO8110V. Quatro dos isolados não foram agrupados em clusters e, 
observou-se a presença de 19 perfis de restrição diferentes. O cluster 1 é composto por 
seis isolados de fenótipo M+TET em que cinco isolados apresentam serótipo Ia. O 


















IV-DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 
S. agalactiae é, actualmente, responsável por elevadas taxas de morbilidade e 
mortalidade na grávida e no recém-nascido (Beitune et al., 2005). Um dos principais 
factores de risco ao desenvolvimento de infecção neonatal é a colonização vaginal e/ou 
rectal da mulher grávida com Streptococcus agalactiae (CDC, 2010). Este 
microrganismo é também responsável por graves problemas de saúde na mulher 
grávida, adultos e mulheres não grávidas, contudo, a incidência de infecções por S. 
agalactiae é maior em recém-nascidos (CDC, 2010; Melin et al., 2011). Este facto 
implica a necessidade de uma maior vigilância epidemiológica de forma a permitir 
acções preventivas adequadas (Neto, 2008), procurando reduzir, consequentemente, a 
taxa de transmissão vertical e complicações subsequentes. 
 
Neste trabalho foi nosso objectivo conhecer a prevalência de colonização 
vaginal da mulher grávida, assim como a distribuição dos serótipos e a resistência aos 
antimicrobianos de isolados provenientes de colonização dos tratos genitourinário e 
gastrointestinal da mulher grávida, obtidos no HGO entre 2007 e 2010. Pretendeu-se 
também verificar a existência de associações entre todas as características anteriormente 
referidas e avaliar a diversidade genética entre os isolados caracterizados por PFGE. 
 
No presente trabalho, com base no estudo de isolados provenientes do HGO 
observou-se uma percentagem de colonização vaginal da mulher grávida (2007 a 2010) 
de 12%, sendo este um dos valores mais baixos obtidos no nosso país. Com efeito, no 
Hospital Distrital de Santarém essa percentagem foi de 21.1% (Rodrigues, 2009), no 
Centro Hospitalar de Entre o Douro e Vouga foi 19.7% (Araújo, 2010), no Centro 
Hospitalar de Trás-os-Montes e Alto Douro (Pinheiro, 2009) e no Hospital Fernando da 
Fonseca (Mendinhos et al., 2006, citado por Areal et al., 2010) essa percentagem foi de 
18%, alcançando os 34.9% no Hospital de São Marcos, em Braga (Areal et al., 2010). 
 
Considerando que as metodologias usadas nas várias instituições podem ser 
diferentes, em particular no tipo de colheita (apenas exsudado vaginal versus exsudado 
vaginal e rectal) podem limitar a comparação dos valores da frequência de colonização 
da mulher grávida, em Portugal e outros Países. No entanto, tendo em conta os estudos 
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acima referidos, observa-se um valor mínimo de 12% e um máximo de 34.9% de 
colonização da mulher grávida referente a Portugal. Esta variação parece estar 
concordante com a literatura referente à Europa em que está descrita uma percentagem 
de colonização de 8% em França (Mee-Marquet et al., 2009), 29.3% na República 
Checa (Motlová et al., 2004), 33 a 38% na Dinamarca (Hansen et al., 2004), ou 
compreendida entre 10 e 37% em diversos Países europeus (Melin, 2011; El Aila et al., 
2010; El Helali et al., 2009; Brimil et al., 2005). 
 
Embora muito pouco se conheça sobre os factores específicos da bactéria e do 
hospedeiro que determinam a colonização por S. agalactiae (Manning et al., 2008), 
estas variações geográficas podem ser, em parte, justificadas por factores como a 
imunidade do hospedeiro, a presença de doenças sexualmente transmissíveis e a 
nutrição (Jahromi et al., 2008), factores estes que acabam por estar relacionados com 
factores culturais de cada região. A obrigatoriedade do rastreio às 35-37 semanas de 
gestação com colheita dos exsudados vaginal e rectal, não só a nível nacional mas 
também internacional, permitiria um conhecimento mais real da prevalência da 
colonização da mulher grávida em todo o mundo, assim como, uma melhor 
racionalização do uso de antibióticos intraparto. 
 
Os polissacáridos capsulares constituem um mecanismo de virulência de S. 
agalactiae e são o principal alvo dos anticorpos produzidos pelo sistema imunitário do 
hospedeiro (Martins et al., 2010), assim como das vacinas glicoconjugadas 
(Ramaswamy et al., 2006). Está descrito para a Europa Ocidental, EUA e Australásia 
que os serótipos mais detectados são os serótipos Ia, II, III e V (Florindo et al., 2010; 
Kong et al., 2008) Tal como se verificou em outros estudos efectuados a nível nacional 
realizados com estirpes obtidas entre 2004 e 2010 (Guimarães, 2008; Rodrigues, 2009; 
Martins et al., 2007; Florindo et al.,2010), também no presente estudo, a prevalência 
destes serótipos foi elevada, com predomínio do serótipo Ia [Ia (24.3%), II (15.3%), III 
(15.3%) e V (20.1%)], contudo, tal como se observou no estudo efectuado por 
Rodrigues (2009), também o serótipo IV foi detectado com frequência (16%) no nosso 
estudo, e, considerando a globalidade dos quatro anos, o serótipo IV (16%) revelou-se 
mais prevalente que os serótipos II e III (15.3% cada). Os serótipos Ib e VI 
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apresentaram prevalências inferiores a 10%. A elevada prevalência de isolados de 
serótipo capsular IV detectados neste estudo, contraria a baixa prevalência deste 
serótipo na Europa e EUA (Uh et al., 2005; Kong et al., 2008; Brimil et al., 2005). 
Embora a prevalência de isolados de serótipo II tenha sido crescente e o serótipo IV 
pareça estar a emergir em Portugal, mais estudos serão necessários para comprovar se 
estamos realmente perante uma tendência para que estes serótipos sejam mais 
prevalentes na população portuguesa, entre estudos de serotipagem, resistência a 
antimicrobianos e pesquisa de factores de virulência. 
 
Aliada à variação temporal, também a região geográfica parece contribuir para a 
variação na prevalência de cada serótipo em todo o mundo, como acontece por exemplo 
com a elevada prevalência do serótipo V em Inglaterra, Pais de Gales e EUA, 
contrariamente à baixa prevalência detectada na África do Sul, Malawi (Madzivhandila 
et al., 2011). Embora se desconheçam as razões que estão na origem destas variações na 
prevalência dos serótipos, pensa-se que fenómenos de transferência horizontal de genes 
e recombinação entre serótipos de S. agalactiae podem justificar a diversidade 
estrutural existente entre os polissacáridos (Cieslewicz et al., 2005). Entre os serótipos 
mais associados a infecção neonatal encontram-se os serótipos Ia, III e V (Gherardi et 
al., 2007). Em Portugal, observou-se que os serótipos Ia e III apresentam um elevado 
potencial invasivo, nomeadamente as linhagens ST23 e ST24 (ST, Sequência Tipo) de 
serótipo Ia e a linhagem ST17 de serótipo III, enquanto que a linhagem ST19 de 
serótipo III está mais associada a colonização (Martins et al., 2007). Estes resultados 
são concordantes com outros estudos (Bisharat et al., 2005; Jones et al., 2003), embora 
a linhagem ST23 esteja associada quer a colonização quer a infecção (Jones et al., 
2003). No mesmo estudo de Martins e colegas (2007), em Portugal, foi ainda possível 
concluir que as linhagens ST23 e ST24 de serótipo Ia apresentam maior potencial 
invasivo para causar DNP, enquanto que a linhagem ST17 de serótipo III apresenta 
capacidade de causar DNP e DNT (Martins et al., 2007). O facto de duas linhagens 
diferentes do mesmo serótipo capsular, uma estar mais associada a colonização e outra a 
infecção, levanta a hipótese do potencial invasivo não estar directamente associado ao 
serótipo capsular (Bisharat et al., 2005). Contudo, o potencial de virulência de cada 
serótipo é discutível uma vez que depende da região geográfica, como se observa, por 
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exemplo com o serótipo Ia, que é menos virulento que o serótipo III na África do Sul, 
Taiwan e Holanda e, mais invasivo em Portugal, Israel e Suécia. Os serótipos Ib, II e V 
também apresentam um potencial invasivo inferior ao descrito para o serótipo III 
(Madzivhandila et al., 2011). No Japão (Murayama et al., 2009), na África do Sul 
(Madzivhandila et al., 2011) e França (Poyart et al., 2008) o serótipo III foi o mais 
detectado em isolados causadores de DNP e DNT, o que vai de encontro aos resultados 
obtidos em estudos efectuados em Portugal por Martins e colaboradores (2007). Vários 
estudos seriam interessantes de realizar com os isolados incluídos neste estudo, como 
por exemplo, a determinação das suas sequências tipo, procurar saber a percentagem de 
recém-nascidos colonizados e infectados (DNP ou DNT) (filhos das mulheres grávidas 
incluídas no estudo) de forma a verificar a percentagem de transmissão vertical e o 
potencial invasivo de cada serótipo para causar DNP e DNT, nomeadamente para o 
serótipo IV que parece começar a emergir em Portugal.  
 
No presente estudo obteve-se uma percentagem de 2.8% de isolados não 
serotipáveis, valor muito semelhante ao obtido por Rodrigues (2009) na região de 
Santarém (1.75%), percentagens bastante inferiores à detectada por Martins e 
colaboradores (2009) (14.1%), o que está de acordo com Margarit e colegas (2009) que 
referem uma percentagem de isolados NT de 8-14% para a Europa e EUA (Margarit et 
al., 2009). No presente estudo, todos os isolados NT foram tipados por PCR e 
sequenciação do locus cps D-E-F. A discrepância detectada em dois isolados entre o 
método de serotipagem por aglutinação e a genotipagem por PCR e sequenciação pode 
dever-se a erros associados à execução da serotipagem convencional assim como à 
inexperiência do observador. Embora a base genética do fenótipo NT não seja 
conhecida (Ramaswamy et al., 2006), o défice na produção de polissacáridos 
capsulares, a variação na expressão dos genes que codificam para a produção dos 
polissacáridos (Martins et al., 2007) assim como a existência de mutações ou a inserção 
de elementos genéticos móveis no locus cps de S. agalactiae de origem humana ou 
bovina são explicações possíveis para a ausência de reacção com os anti-soros 




Apesar da antibioprofilaxia intraparto ser a medida preventiva recomendada pelo 
CDC, existem limitações associadas à sua utilização, tais como a possibilidade do 
aumento da resistência aos antibióticos, não só pelo microrganismo que se pretende 
combater mas também por parte das bactérias comensais que habitam o organismo 
humano. Uma outra desvantagem associada a esta medida preventiva é a dos efeitos 
secundários inerentes à toma dos antibióticos, assim como o facto de não previnir DNT 
(Melin, 2011; Kasper et al., 1996).  
O desenvolvimento de uma vacina glicoconjugada permitirá ultrapassar as 
limitações associadas à antibioprofilaxia intraparto. Assim, encontra-se em 
desenvolvimento uma vacina conjugada multivalente proteína-polissacárido capsulares 
para a prevenção da DNP, em que os serótipos considerados são o Ia, Ib, II, III e V 
(Brimil et al., 2005). Uma vacina com estes serótipos seria eficaz na população 
caracterizada no presente estudo, uma vez que cobriria mais de 80% dos isolados. 
Contudo, se fosse considerada apenas a população de S. agalactiae neste estudo, a 
substitutição do serótipo Ib pelo serótipo IV seria mais adequada, pois permitiria cobrir 
91% dos isolados estudados. A utilização de proteínas conservadas entre estirpes de S. 
agalactiae na construção de uma vacina parece uma alternativa promissora, como por 
exemplo as proteínas dos pili de S. agalactiae, dado se pensar estarem conservadas 
entre estirpes e se ter observado que podem apresentar pelo menos uma das três ilhas 
cromossómicas (PI-1, PI-2a e PI-2b) que codificam para as proteínas dos pili (Backbone 
Protein (BP) e Ancillary Protein (AP) 1 e 2) (Margarit et al., 2009), mais estudos são 
necessários para corroborar estas observações. 
 
Antes de se proceder à administração de antibióticos, independentemente da 
circunstância, deve ser conhecida à priori, sempre que possível, a susceptibilidade do 
microrganismo ao antimicrobiano para desta forma se poderem aplicar medidas 
preventivas e/ou terapêuticas adequadas. A resistência de S. agalactiae aos 
antimicrobianos encontra-se descrita em vários estudos, sendo de 7 a 25% para a 
eritromicina e de 3 a 15% para a clindamicina (Motlová et al., 2004). No presente 
estudo as percentagens de resistência à eritromicina e à clindamicina no ano 2007 foram 
de 0%, contudo é de salientar que apenas 22 isolados foram caracterizados, o que pode 
justificar a ausência de isolados com resistência a estes antimicrobianos. Nos restantes 
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anos as percentagens de resistência mantiveram-se concordantes com o descrito na 
literatura. Assim, considerando a globalidade dos quatro anos de estudo, observou-se 
que 14.6% dos isolados apresentaram resistência à eritromicina e 9.7% à clindamicina. 
Considerando os resultados obtidos no nosso estudo, assim como os de outros estudos 
efectuados em Portugal,observa-se que a resistência à eritromicina e à clindamicina 
apresentam variações, oscilando, por exemplo entre 8.3 e 22.9% (Guimarães, 2008; 
Araújo, 2010; Florindo et al., 2010; Rodrigues, 2009; Pinheiro, 2009). Embora a 
resistência aos macrólidos e lincosamidas esteja disseminada pelo mundo inteiro, 
existem ainda regiões onde a resistência de S. agalactiae a estes antibióticos é pouco 
frequente, como acontece na Australásia (Zhao et al., 2008) e na Républica Checa 
(Motlová et al., 2004) onde se detectou uma percentagem de resistência à eritromicina e 
clindamicina de 3.8% e 3.2 %, respectivamente. O oposto acontece na Coreia do Sul em 
que a percentagem de isolados resistentes à eritromicina e à clindamicina é superior a 
30% (Uh et al., 2005).  
A resistência à eritromicina e à clindamicina tem sido associada a determinados 
serótipos capsulares, nomeadamente o serótipo V (Beitune et al., 2005; Brzychczy-
Wtoch et al., 2010; Farley, 2001), contudo, no presente estudo, o serótipo mais 
frequentemente associado a resistência à eritromicina foi o serótipo Ia tendo todos os 
isolados apresentado mecanismo de efluxo da eritromicina pelas proteínas Mef (A), 
seguido dos serótipos III e V (3.47% cada). Contudo, o serótipo Ib também foi 
detectado em isolados com resistência a estes antimicrobianos e, no ano 2010 o serótipo 
II foi o serótipo mais prevalente entre os isolados com resistência à eritromicina e/ou 
clindamicina. Estes resultados são preocupantes uma vez que os serótipos Ia e III foram 
dos serótipos mais prevalentes durante este estudo, não menosprezando o carácter 
invasivo que tem sido descrito para estes serótipos. Também noutros estudos efectuados 
em Portugal se verificou que o serótipo III (Florindo et al., 2010; Guimarães, 2008) e V 
(Rodrigues, 2009; Guimarães, 2008) estiveram associados à resistência à eritromicina, 
assim como o serótipo II (Guimarães, 2008). Os estudos acima mencionados, sugerem 
que a resistência à eritromicina e clindamicina em Portugal está associada não só ao 
serótipo V, mas também aos serótipos III, Ia e II.  
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Tal como a percentagem de resistência aos antimicrobianos e a prevalência de 
cada serótipo pelo mundo, também a frequência dos fenótipos de resistência aos 
macrólidos é variável. Contudo, o fenótipo cMLSB tem sido o mais frequentemente 
detectado, tal como se verificou no Brasil (Palmeiro et al., 2010), Taiwan (Wang et al., 
2010), República Checa (Motlová et al., 2004), Itália (Gherardi et al., 2007) e Portugal 
(Araújo, 2010; Florindo et al., 2010; Pinheiro, 2009). No presente estudo, não foi 
encontrado nenhum fenótipo de resistência à eritromicina dominante, existindo apenas 
uma diferença máxima de 2 isolados entre os fenótipos de resistência. Contrariamente 
ao observado em outros estudos, o fenótipo M apresentou percentagens bastante 
próximas aos outros fenótipos de resistência aos macrólidos. Estudos futuros de 
prevalência dos fenótipos de resistência aos macrólidos, dirão se este aumento de 
isolados de S. agalactiae com fenótipo M é pontual ou se será acentuado ao longo do 
tempo. No presente estudo, este aumento é acompanhado também pela elevada 
prevalência do serótipo capsular Ia e pela presença do gene mef(A). Tem sido descrita a 
presença de genes mef em estirpes bacterianas que colonizam o trato intestinal e, sendo 
este o principal reservatório e fonte de colonização vaginal com S. agalactiae, as 
bactérias comensais de outras espécies, tais como Enterococcus spp., Streptococcus 
viridans, podem servir de reservatório e dadores destes genes para S. agalactiae, sendo 
uma justificação possível para o aumento gradual do fenótipo M ao longo dos anos. 
Outra situação pode estar relacionada com a transferência horizontal de genes, como por 
exemplo, o gene mef(A) que pode  estar integrado no transposão Tn1207.3 que 
apresenta mais de 99% de semelhança com o fragmento correspondente ao Tn1207.3 
detectado em S. pyogenes (Marimón et al., 2005). Num estudo efectuado em Itália, com 
Streptococcus pyogenes, verificou-se que o gene mef(A) estava inserido em elementos 
genéticos móveis diferentes consoante as estirpes eram ou não resistentes à tetraciclina, 
pelo que os isolados que apresentaram resistência à tetraciclina, apresentaram o gene 
mef(A) no elemento genético tet(O)-mef(A) enquanto que as estirpes susceptíveis à 
tetraciclina apresentaram o gene mef(A) integrado no transposão Tn1207.1 (idêntico ao 
detectado em S. pneumoniae), inserido no Tn1207.3 identificado em S. pyogenes ou no 
elemento quimérico de 58.8Kb (ɸ10394.4) (Brenciani et al., 2004). Por este motivo, 
seria interessante pesquisar a presença de elementos genéticos móveis associados à 
resistência simultânea à tetraciclina e eritromicina por meio das proteínas Mef(A), uma 
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vez que em S. agalactiae a principal associação descrita entre os genes de resistência 
aos macrólidos e à tetraciclina é entre os genes erm(B) e tet(M) (Culebras et al., 2002). 
 
O gene erm(B) tem sido o principal determinante genético detectado em isolados 
resistentes à eritromicina, o que se observou em estudos efectuados na Coreia do Sul 
(Uh et al., 2005), no Japão (Murayama et al., 2009), em Itália (Gherardi et al., 2007), no 
Brasil (Palmeiro et al., 2010) e em Portugal (Florindo et al., 2010; Pinheiro, 2009). Tal 
não se verificou, por exemplo, em estudos efectuados no Canadá (de Azavedo et al., 
2001) e em França (Poyart et al., 2008), nos quais os determinantes genéticos 
encontrados como responsáveis pela resistência à eritromicina foram os genes erm(A) 
[erm(TR)] e mef(A), respectivamente. Contudo, é necessário não esquecer que a mesma 
estirpe pode adquirir mais do que um determinante genético que lhe confira resistência, 
como observado num estudo efectuado em Madrid por Culebras e colaboradores (2002), 
os quais encontraram 44.5% dos isolados com mais do que um gene de resistência aos 
macrólidos (Culebras et al., 2002). No presente estudo, cada isolado apresentou apenas 
um dos três genes pesquisados para resistência aos macrólidos. Observou-se que todos 
os isolados de fenótipo M, cMLSB e iMLSB apresentaram os genes mef(A), erm(B) e 
erm(A) [erm(TR)], respectivamente. Assim, considerando o facto de não se ter 
encontrado nenhum fenótipo de resistência dominante, também não se detectou a 
predominância de um único determinante genético de resistência aos macrólidos.  
A resistência à tetraciclina em S. agalactiae tem-se revelado bastante elevada, 
superior a 80% em muitas regiões do mundo, chegando mesmo a atingir valores de 96% 
como se verificou na Coreia do Sul (Uh et al., 2005) e na França (Poyart et al., 2008) 
enquanto que noutras regiões como a Itália (Gherardi et al., 2007) a resistência embora 
elevada é um pouco mais baixa (68.1%). No presente estudo a resistência à tetraciclina 
foi também elevada independentemente do ano, estando compreendida entre 78.9% e 
93.1%. Considerando a totalidade dos quatro anos, a percentagem de isolados que 
apresentaram resistência a este antimicrobiano foi de 86.8%, com predomínio de 
isolados de serótipo capsular Ia (22.9%), sendo também o serótipo com maior 
prevalência de resistência aos macrólidos. Noutros estudos efectuados em Portugal, a 
percentagem de resistência à tetraciclina não apresenta grandes variações, com valores 
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de 82.4 % (Guimarães, 2008) e 80% (Rodrigues, 2009). O determinante genético mais 
prevalente entre as bactérias de coloração gram positiva que apresentam resistência à 
tetraciclina é o tet(M), embora os genes tet(O), tet(K) e tet(L) também possam estar a 
ela associada (Culebras et al., 2002). Está descrita uma associação entre os genes 
erm(B) e tet(M) (Culebras et al., 2002), podendo estes genes estar inseridos no mesmo 
transposão conferindo desta forma resistência simultânea à eritromicina e tetraciclina. 
No presente estudo, apenas dois dos isolados com resistência à eritromicina não 
apresentaram resistência à tetraciclina. A elevada resistência a este antimicrobiano não 
deve ser causada pelo consumo uma vez que não é utilizado como medida preventiva 
nem terapêutica e/ou profiláctica (CDC, 2010). 
 
Considerando as características estudadas por isolado, procurou-se verificar a 
existência de associação entre elas. Assim, de acordo com os resultados obtidos, 
conclui-se que, apenas para os isolados caracterizados no presente estudo, existe uma 
associação entre o serótipo capsular Ia, o fenótipo M e a presença do gene mef(A), não 
tendo sido detectado o serótipo capsular Ia em nenhum dos restantes fenótipos de 
resistência aos macrólidos. Esta associação foi constante em todo o estudo, com 
excepção do ano 2007, em que não foram detectados isolados resistentes à eritromicina 
e/ou clindamicina. Não foi possível determinar outras associações devido à dispersão 
dos restantes serótipos capsulares pelos fenótipos de resistência aos macrólidos. 
Contudo, observou-se uma associação entre os fenótipos M, cMLSB e iMLSB e os genes 
mef(A), erm(B) e erm(A) [erm(TR)], respectivamente. No estudo efectuado por 
Guimarães (2008), também com estirpes isoladas em Portugal, embora não se tenha 
observado uma correlação constante ao longo do estudo, considerando a globalidade 
dos anos estudados, a autora sugere a existência de uma associação entre o fenótipo 
iMLSB e o serótipo capsular III e o fenótipo cMLSB e os tipos capsulares II e III. Tendo 
sido apenas detectado um isolado de fenótipo M, não foi possível estabelecer 
associações entre este fenótipo e os serótipos capsulares. 
 
No presente estudo, mediante análise dos dendrogramas gerados com os perfis 
de PFGE, verificou-se que praticamente todos os isolados provenientes da mesma 
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grávida foram classificados como geneticamente relacionados, apresentando o mesmo 
serótipo capsular e perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos. Contudo, ocorreram 
duas excepções em que tudo parece indicar que as duas grávidas em questão estivessem 
colonizadas com mais do que uma estirpe de S. agalactiae. Uma dessas situações foi a 
tripla de isolados GO7184U, GO7191V e GO7189U, em que os isolados GO7184U e 
GO7191V apresentaram serótipo II, resistência à tetraciclina e perfis de PFGE 
indistinguíveis, agrupados no cluster 8, enquanto que o isolado GO7189U, pertencente 
à mesma grávida, de serótipo capsular Ia e resistência à tetraciclina, foi considerado não 
relacionado geneticamente com os isolados anteriores. É ainda necessário referenciar 
que os isolados GO7191V (exsudado vaginal) e GO7189U (urina) têm a mesma data de 
isolamento no HGO, contudo apresentam serótipos capsulares e perfis de PFGE 
diferentes, o que sugere que a grávida em questão provavelmente apresentava 
colonização vaginal por duas estirpes de S. agalactiae diferentes. A outra excepção 
relaciona-se com os isolados GO10125R (exsudado rectal) e GO10126V (exsudado 
vaginal) pertencentes a outra grávida e que apresentaram serótipos capsulares, perfis de 
susceptibilidade aos antibiótidos e perfis de PFGE diferentes, tendo sido considerados 
não relacionados geneticamente, o que é sugestivo de que a grávida em questão também 
se apresentava colonizada por duas estirpes de S. agalactiae, uma no trato 
gastrointestinal e outra no trato genitourinário. O facto do aparelho gastrointestinal ser a 
principal fonte de colonização vaginal e o facto de uma estirpe ter sido isolada no 
exsudado rectal e outra no exsudado vaginal parece sugerir que a estirpe vaginal possa 
ter sido aquirida por outra via, como por exemplo, por via sexual. Desta forma, verifica-
se que a mesma grávida pode apresentar diferentes estirpes de S. agalactiae no trato 
gastrointestinal e no trato genitourinário, assim como também pode apresentar duas 
estirpes diferentes por exemplo, no trato genitourinário, como se verificou no presente 
estudo. 
Dos 179 isolados caracterizados nesse estudo, 86 foram caracterizados por 
PFGE (48%). Foram gerados dendrogramas no software BioNumerics utilizando uma 
optimização de 0% e uma tolerância de 1.5% e um cut-off  de semelhança de 80% para 
avaliar a clonalidade dos isolados. Os 86 isolados foram agrupados em 27 clusters 
compostos por um número mínimo de dois isolados, tendo-se verificado a existência de 
50 perfis de PFGE diferentes (que apresentam pelo menos uma banda de diferença entre 
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si). Em 19 dos 27 clusters os isolados apresentaram um único serótipo capsular assim 
um único fenótipo e genótipo de resistência. Apesar de o cluster maioritário, apresentar 
predomínio de isolados de serótipo capsular Ia, este serótipo encontra-se disperso por 
muitos outros clusters, não havendo por isso associação entre o serótipo Ia com nenhum 
cluster, tendo o mesmo sido verificado para os restantes serótipos capsulares. Estes 
dados sugerem que a população de S. agalactiae caracterizada neste estudo é bastante 
heterogénea, tal como já se tinha verificado em outros estudos efectuados em Portugal 
[Guimarães (2008), Rodrigues (2009)]. Em Espanha, num período de 18 anos (1992-
2009) observou-que que apesar de ter sido detectado uma largo número de linhagens 
distintas, os autores concluíram que a população de S. agalactiae responsável por 
infecção neonatal precoce ao longo do tempo era uma população clonal estável (Martins 
et al., 2011). No presente estudo, do ponto de vista da resistência à eritromicina e/ou 
clindamicina, verificou-se também uma grande dispersão dos isolados com estas 
características, independentemente do fenótipo de resistência apresentado, o mesmo 
aconteceu quando se analisou a dispersão dos isolados de acordo com o ano de 
isolamento, o que permite afirmar que, de acordo com os perfis de PFGE, a população 
de S. agalactiae caracterizada é bastante heterogénea e, no que diz respeito à resistência 
à eritromicina e/ou clindamicina é possível afirmar que a sua disseminação tem origem 
multiclonal e não na propagação de um único clone, tal como aconteceu por exemplo 
em Espanha (Culebras et al., 2002). Considerando os isolados provenientes do HGO 
(2004-2006) caracterizados por Guimarães (2008), foi criado um dendrograma total, 
que permitiu avaliar a clonalidade dos isolados de S. agalactiae obtidos no HGO entre 
2004 e 2010. Os 155 isolados foram agrupados em 45 clusters, tendo-se observado a 
presença de 109 perfis de PFGE distintos.Tal como no presente estudo (2007 a 2010), a 
dispersão de cada serótipo pelos diversos clusters foi grande, assim como a resistência 
aos antimicrobianos. 
Mediante análise dos dendrogramas dos isolados de resistência aos macrólidos 
de 2004 a 2006 e de 2007 a 2010, obtidos no HGO, verificou-se que no período de 
2004-2006 os isolados não foram classificados como geneticamente relacionados, 
enquanto que no período de 2007-2010, detectaram-se 7 clusters, um deles maioritário 
constituído por 6 isolados de fenótipo M+TET. A presença destes 7 clusters entre os 21 
isolados detectados como resistentes à eritromicina (2007-2010) e, o facto de os 
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isolados com resistência aos macrólidos no período de 2004 a 2006 não serem 
agrupados em nenhum cluster permite concluir que a resistência aos macrólidos na 
população estudada não é derivada da disseminação de um único clone, mas sim 
resultado de disseminação multiclonal de S.agalactiae.  
 
Em conclusão, o desenvolvimento de estudos epidemiológicos longitudinais 
constitui uma ferramenta indispensável para o conhecimento das estirpes de S. 
agalactiae dispersas em Portugal e no resto do mundo. É com base neste tipo de estudos 
que é possível analisar a evolução das prevalências de cada serótipo, a resistência aos 
diversos antimicrobianos e a diversidade genética entre os isolados de S. agalactiae. A 
análise conjunta destes estudos permitirá inferir sobre qual a melhor estratégia a seguir 
para o desenvolvimento de uma vacina eficaz e adequada à variabilidade populacional 
de Streptococcus agalactiae.  
Relativamente ao presente estudo, foi possível concluir que os serótipos mais 
prevalentemente detectados foram os serótipos Ia (24.3%), II (15.3%), III (15.3%), IV 
(16%) e V (20.1%), embora o serótipo IV não tenha sido frequentemente associado a 
colonização na Europa. Entre os isolados de S. agalactiae caracterizados, detectou-se 
uma percentagem de isolados resistentes à eritromicina, clindamicina e tetraciclina de 
14.6%, 9.7% e 86.8%, respectivamente. O serótipo mais frequentemente associado à 
resistência à eritromicina foi o serótipo Ia, tendo-se verificado uma associação entre este 
serótipo, o fenótipo M e o gene de resistência mef(A). Contudo, não se encontrou 
nenhum fenótipo de resistência à eritromicina dominante. A análise por PFGE permitiu 
concluir que a população de S. agalactiae caracterizada neste estudo é heterogénea e 
que a resistência aos macrólidos não é causada pela disseminação de um único clone. O 
acesso à base de dados existente no software BioNumerics (existente no ICAT), que 
contém perfis de PFGE e outras informações relativas a isolados de S agalactiae de 
origem humana e bovina, revelou-se uma mais valia pois permitiu que fosse efectuada 
uma análise abrangendo isolados obtidos no HGO entre 2004 e 2010, permitindo 
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Dendrograma representativo de isolados de Streptococcus agalactiae recolhidos no período 
de 2007 a 2010, no Hospital Garcia de Orta. Perfis de macrorestrição obtidos com as endonucleases 
SmaI ou CfrI9I. Para a construção do dendrogama foi utilizado o coeficiente de semelhança de Dice e 
uma optimização de 0% e tolerância de 1.5%. O método de aglomeração foi UPGMA (Unweigthted pair 
group method with aritmetic average). A=Percentagem de semelhança; B=Perfis de macrorestrição; 
C=Código do isolado; D=Serótipo capsular; E= Fenótipo de resistência; F= Ano. A negrito encontram-se 






















































ANEXO II – DENDROGRAMA TOTAL (2004-2010) (continuação) 
 
Dendrograma representativo de isolados de Streptococcus agalactiae recolhidos no período 
de 2004 a 2010, no Hospital Garcia de Orta. Perfis de macrorestrição obtidos com as endonucleases 
SmaI ou CfrI9I. Para a construção do dendrogama foi utilizado o coeficiente de semelhança de Dice e 
uma optimização de 0% e tolerância de 1.5%. O método de aglomeração foi UPGMA (Unweigthted pair 
group method with aritmetic average). A=Percentagem de semelhança; B=Perfis de macrorestrição; 
C=Código do isolado; D=Serótipo capsular; E= Fenótipo de resistência; F= Ano. A negrito encontram-se 
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